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investigated  by  numerous  groups  and  is  already  under  clinical  trials  for  β‐thalassaemia,  based  on 
gene addition by lentiviral vectors (LVs).  




of  the  LV ΜΑ821_ΗΒΒ  (“GLOBE”)  to achieve  concurrent  vector‐derived HBB  expression and RNAi‐
based suppression of aberrant RNA and b) development of designer nucleases  for genome editing 
and functional correction of the HBBIVSI‐110 mutation. 
To  establish  proof  of  principle  for  both  approaches  we  developed  transgenic  murine 










HBB  chains  relative  to  untransduced  samples.  Importantly,  our  approach  was  then  validated  by 













of  the  aberrant  SA  site  and/or  its  sequence  context.  This  approach,  based  on  the  efficient  non‐
homologous  end‐joining  (NHEJ)  repair  pathway,  used  HBBIVSI‐110  ‐  specific  designer  nucleases, 
transcription  activator‐like  effector  nucleases  (TALENs)  and  clustered  regularly  interspaced  short 
palindromic repeats (CRISPR)/Cas9 RNA‐guided endonuclease (RGENs). 
Assessment  of  targeted  disruption  efficiency  of  our  designer  nucleases  on  gDNA  or  episomal 
reporter plasmids indicated the superiority of the HBB TALEN over RGEN for HBBIVSI‐110.  
Plasmid transfection of HBBIVSI‐110 specific ‐ designer nucleases into MEL MA821‐HBBIVSI‐110 transgenic 
cells  resulted  in  functional  correction  at  the  RNA  (RT‐qPCR)  and  protein  level  (Immunoblots).  In 
addition, full characterisation (type, frequency and context) of induced insertions/deletions (INDELs) 
was  achieved  by  T7  Endonuclease  1  assay,  decomposition  of  sequence  traces  (TIDE)  and  Sanger 
sequencing  of  TOPO  clones  from  edited  bulk  cells.  Using  edited MEL MA821‐HBBIVSI‐110 clones  we 
moreover  correlated  specific  INDELs  with  HBB  expression  at  the  RNA  and  protein  level,  which 
confirmed our hypothesis  that  functional correction of  splicing could be achieved by disruption of 
upstream sequences of the aberrant SA site, leaving intact the HBBIVSI‐110 mutation.  
Subsequent  validation  of  our  nucleases  in  patient‐derived  CD34+  cells  by  electroporation  of  HBB 
TALEN L1/R1 plasmid DNA was impaired by low targeted disruption (12%) despite high‐transfection 
efficiencies. Even though a marginal  increase in the ΗΒΒ:ΗΒΑ chain ratio was detected, analyses of 
mRNA  levels  were  inconclusive,  calling  for  additional  experimentation  in  CD34+  cells  with  more 
appropriate expression systems.  
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dioxide  (CO2)  away  from  those  same  cells.  In  addition,  blood  plays  a  crucial  role  in  the  immune 












numerous  than  RBCs,  have  vital  biological  roles.  Platelets  are  formed  with  the  cytoplasmic 
degradation  of  megakaryocytes  and  are  essential  for  the  formation  of  blood  clots  upon  injuries. 
Lymphocytes are divided in B‐ and T‐lymphocytes and natural killer (NK) cells, which constitute the 
main  defences  of  the  organism  against  foreign  material  and  infections  1.  They  either  directly 
recognize  and  destroy  (through  phagocytosis)  infected  cells  (T  cells  and  NK  cells)  or  produce 
antibodies  (in  the  case  of  B‐cell  derived  plasma  cells),  i.e.  immunoglobulins  specific  for  foreign 
antigens and acting as signal for the elimination of foreign objects. Granulocytes are divided in three 
populations,  neutrophils,  eosinophils  and  basophils,  and  are  key mediators  of  the  innate  immune 
system  (phagocytosis  and  inflammatory  response).  Blood  monocytes  may  enter  damaged  tissues 
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 Hierarchical ontogeny 1.1.1
The  concept  of  haematopoietic  stem  cells was  first  published  in  the  1960s by  Till  and McCulloch, 
who showed with mouse syngeneic bone marrow transplantations (BMT) in lethally irradiated mice 
the  formation  of  donor‐derived  colonies  in  the  host  spleen.  After  analysis  of  these  colonies,  also 
known as colony forming units‐spleen (CFU‐S), they discovered that a subset of bone marrow (BM) 
cells  had  the  ability  to  self‐replicate  and  to  give  rise  to  multiple  cell  types  from  myeloerythroid 
lineages.  In  addition,  these  colonies were  able  to  reform CFU‐S  in  secondary  transplanted mice  2. 
This pioneering study thus defined two major attributes that characterize haematopoietic stem cells 
(HSCs),  a)  self‐renewal  (in  every  cell  division  at  least one of  the  two daughter  cells  is  an  identical 
undifferentiated HSC) and b) multi‐potency (differentiation of cells to all blood lineages). HSCs have 
three  potential  fates,  1)  self‐renewal  (preserving  the  HSC  population),  2)  differentiation  and  3) 
apoptosis. Self‐renewing divisions of HSC can be either symmetric,  in which two identical daughter 
HSCs are produced increasing the number of the HSC repertoire, or asymmetric, in which one of the 
daughter  cells  remains  an  undifferentiated  HSC  and  the  second  is  differentiation  or  undergoes 
apoptosis. The ability of HSCs to expand (by symmetric divisions), undergo apoptosis and maintain 
the  population  (by  asymmetric  divisions)  is  essential  to  maintaining  normal  haematopoiesis 
throughout  adult  life  1,3.  The  ten  distinct  mature  cell  types  pointed  out  in  section  1.1  (RBC, 
macrophages/monocytes, megakaryocytes, granulocytes, T‐ and B‐ lymphocytes, NKs, mast cells and 
dendritic  cells),  indicate  the  multi‐lineage  capacity  of  HSCs.  HSC  and  early  progenitors  can  be 
characterized  by  flow  cytometry  based  on  their  cell  surface  markers  and  their  ability  to  efflux 
fluorescence dyes 1,4. 
A  proposed  hierarchical  model  of  haematopoietic  development,  during  which  the  multi‐lineage 
capacity is progressively lost, is shown in Figure 1. There are three subsets of HSCs: 1) the long‐term 
reconstituting  HSC  (LT‐HSCs),  which  are  able  to  self‐renew  and  are  found  at  relatively  low 
frequencies  (1:10000)  in  the  BM,  2)  the  short‐term  reconstituting  HSCs  (ST‐HSCs),  whose  self‐
renewal  capacity  is  limited, with  relative  frequency of  1:2000  in  the BM,  and  finally  3)  the multi‐
potent  progenitors  (MPP)  which  they  lose  their  self‐renewal  capacity  but  maintain  their  multi‐
potency 1. MPP cells differentiate to more lineage‐restricted progenitors (oligo‐potent progenitors), 
the  common  lymphoid  progenitor  (CLP)  and  the  common myeloid  progenitor  (CMP).  CMP  oligo‐
potent  progenitor  gives  rise  to  more  lineage‐restricted  oligo‐potent  progenitors  the 
megakaryocyte/erythrocyte  progenitors  (MEP)  and  granulocyte/macrophage  progenitors  (GMP). 
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understanding of  cell markers  are  still  common,  for  example  in  the  case of  dendritic  progenitors, 
which  carry  cell markers  CD8α+,  CD8α−  and  plasmacytoid,  that  can  be  derived  either  from CLP  or 
CMP 4. Additional work  is  therefore  still  required  to establish and clarify  the hierarchical model of 






lymphocyte progenitor  (CLP) or a common myeloid progenitor  (CMP), which  then differentiated  to either a granulocyte‐
macrophage  progenitor  (GMP)  or  a  megakaryocyte‐erythroid  progenitor  (MEP).  The  second  model,  proposed  by  the 
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general, RBC  life‐time  is approximately 120 days,  therefore a steady‐state production of RBC (~2 x 
106 cell/second) is required to maintain RBC mass at normal levels 7. Blood homeostasis is achieved 
through  a multi‐stage process  called erythropoiesis,  in which haematopoietic progenitors  follow a 




Erythropoiesis  is  the  production  of  RBCs,  which  is  regulated  based  on  the  developmental‐stage‐
specific  erythropoietic  tissues  and  globin  genes  and  is  divided  into  primitive  (EryP)  and  definitive 
(EryD)  erythropoiesis  11.  Survival,  self‐renewal  and  differentiation  of  HSCs  are  depended  on  their 
microenvironment, which  includes  interaction with  each other  or with  the  neighbouring  cells  and 
secreted  factors.  Anatomical  localisation  of  these micro‐environments,  known  as  niches,  changes 






CFC  are  large  blast‐like  cells  and  are  identified  by  their  ability  to  form  colonies  in  semisolid 
methylcellulose 11. In mouse, it has been shown that EryP‐CFC expand in number for 48 hours in the 










this  occurs  in  the  foetal  liver  (FL)  in  association  with  macrophages,  leading  to  the  formation  of 
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enucleation,  covering  Hb  requirement  of  the  embryo  until  foetal  and  post‐natal  definitive 







Initially, definitive erythroid progenitors cells, erythroid burst  forming units  (BFU‐E), emerge  in the 
YS, from where they colonise the FL via the blood circulation (mouse E 9.5). BFU‐Es are considered 
the most  immature erythroid‐restricted progenitors and expand  in numbers  in the FL, before they 
differentiate to more mature erythroid progenitor cells, erythroid colony forming units (CFU‐E) (peak 
at mouse E 14.5–15.5) 6. Both, BFU‐E and CFU‐E, are defined by their ability to form colonies when 
cultured  in  semi‐solid methylcellulose  supplemented with  cytokines. Cultures of BFU‐E  colonies  in 
methylcellulose  give  rise  to  thousands  of  haemoglobinised  cells  on  day  5–8  (mouse)  or  10–14 






Terminal  erythroid  differentiation  begins  when  immature  erythroblast  differentiate  to  prepro‐
erythroblasts (PreproEr) further to Pro‐erythroblast (ProEr). Maturation from ProEr to reticulocytes 
(Ret)  is  completed  in  three  mitoses  following  the  expected  1:2:4:8  ratio  for  ProEr  to  basophilic 
normoblast  (Baso)  to  polychromatic  normoblast  (Poly)  and  finally  orthochromatic  normoblast 
(Ortho),  respectively  15,16.  In  every  step of  differentiation,  there  is  a  gradual  reduction  in  cell  size, 
karyopyknosis, RNA reduction and Hb accumulation. Eventually, enucleation takes place  leading to 
the  formation  of  the  enucleated  reticulocyte  and  pyrenocyte.  Pyrenocytes  hold  the  condensed 
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cell  volume,  removal  of  residuals  of  internal  organelles,  including  mitochondria  and  ribosomes, 
through autophagy and exocytosis, and reorganization of the cytoskeleton, leading to the formation 











higher affinity  for O2 compared  to adult Hbs  5. This advantage of  foetal over adult Hb  is based on 
differences in their amino acid sequence (~72% identity) and particularly the substitution of a serine 
residue  in  foetal  HBG‐  for  histidine  143  in  the  adult  HBB.  This  substitution  reduces  the  binding 
affinity of HbF with 2, 3‐bisphosphoglycerate (2, 3‐BPG) compared to adult Hb. 2, 3‐BPG is a highly 
anionic compound that is able to bind to the T form of deoxyhaemoglobin and stabilizes it, reducing 





major  transcriptional  switch  for  HBB‐like  globin  chains  occurs  in  the  EryD  progenitors:  the  down‐
regulation of HBG expression and the initiation of adult HBB and HBD expression 5.  
Briefly,  adult  haematopoiesis  starts  from HSCs  located  primarily  in  the  aorta‐gonad‐mesonephros 
(AGM) region, from which they migrate to the FL, where they differentiate to mature HbF‐expressing 
EryD before entering the blood. Postnatally, HbF (α2γ2) is depleted to its adult steady‐state level (of 
approximately  1% of  total Hb), while  adult Hbs HbA1  (α2β2)  and HbA2 (α2δ2)  are  up‐regulated  (to 
approximately  97% and 2% of  total Hb,  respectively)  19.  Initially, HSC clusters were  found  in  close 
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association with endothelial cells in the ventral aspect of the aorta which led to the hypothesis that 
the  permanent  adult  haematopoietic  system  is  derived  from  “haemogenic”  endothelial  cells  5.  A 
recent study by Boisset et al confirmed this hypothesis by showing via live imaging of mid‐gestation 
mouse  aorta  the  real‐time  emergence  of  phenotypically  defined  HSCs  (Sca1,  c‐kit,  CD41)  directly 
from the ventral  aortic haemogenic endothelial  cells  20. Perinatally, HSCs migrate  from the FL  and 
colonize the BM, where they also make a transition from an actively cycling to a mainly quiescent 
cell  state.  The  corresponding  BM  niche  comprises  endothelial  cells  of  the  vascular  system, 
osteoblasts,  stromal  cells  and  the  extracellular  matrix.  This  microenvironment  allows  cell‐to‐cell 
interaction with  the  HSCs  through  adhesion molecules  and  their  exposure  to  growth  factors  and 
cytokines essential for maintaining their multipotency and self‐renewal capacitance, which are both 
equally  important  for  long‐term  engraftment  and  haematopoietic  reconstitution  after  BM 
transplantation or  injury  5. A  subset of  LT‐HSCs divides  to  form a  second HSCs population,  the  ST 
HSC, which have a more limited capacity for self‐renewal but maintain their ability to give rise to all 
blood  lineages  of  the  adult  organism.  HSCs  are  gradually  divided  and  differentiated  to  lineage‐
specific  progenitors,  including  erythroid‐specific  progenitors,  the  adult‐BFU‐E  and  further  CFU‐E. 
Similar  to  foetal  EryD  erythropoiesis,  EryD  precursors  in  interaction  with  a  central  (nurse) 
macrophage  form  BM  erythroblastic  islands  and  progressively  differentiate  from  proerythroblasts 
(ProEr)  to  basophilic  (Baso),  polychromatophilic  (Poly)  and  orthochromatic  (Ortho)  normoblasts 
(Figure  2)  7. Nurse macrophages  are  vital  to  the process of  erythropoiesis,  since  they  support  the 
proliferation  and  survival  of  maturing  EryD  erythroblasts,  help  in  the  enucleation  of  Ortho  and 
phagocytosis  of  the  newly  formed  pyrenocytes,  and  are  even  implicated  in  iron  recycling  from 
senescent RBCs 17. Reticulocytes are released from the erythroblastic islands into the blood stream, 
where  they  further mature  into  the  biconcave  RBC.  The  small  size  (6–8μm)  and  biconcave  shape 











mature  primitive  enucleated  RBCs.  Definitive  erythroid  progenitor  cells  (BFU‐E)  are  generated  in  the  yolk  sac  (YS)  and 
placenta to then colonise the foetal liver (FL) via the blood circulation. In the FL, they differentiate to mature RBC and enter 
the  circulation  (expressing  foetal/adult  globin).  The  aorta‐gonad‐mesonephros  (AGM)  gives  rise  to  the  first HSCs, which 
migrate to the FL and enter circulation as mature definitive RBC. Foetal HSCs then colonised the bone marrow to provide 
life‐long  production  of  adult  mature  definitive  RBCs  in  the  circulation.  AGM,  aorta‐gonad‐mesonephros;  HSC, 
haematopoietic  stem  cell;  RBC,  red blood  cell.  The horizontal  cylinder  symbolises  blood  circulating  in  blood  vessels.  For 
details, see main text. Figure reproduced from 5 
 Haemoglobin 1.5
Haemoglobin  (Hb)  is  the  oxygen  transporter  of  erythrocytes.  Hb  was  first  described  by  Friedrich 
Ludwig Hünefeld in 1840 as crystalline material in blood samples from earthworm held between two 
slides,  and  as  plate‐like  crystals  in  dehydrated  swine  or  human  blood  samples  21.  Later  on,  Max 





O2  form  lungs to tissues 21. The tertiary structure of HBA and HBB chains  includes seven and eight 
stretches  of  the  α‐helix,  respectively,  which  when  folded  form  compact  globules  and  upon 
heterodimerisation  form  the  Hb  tetramer  23.  Each  globin  chain  is  bound  to  a  prosthetic  group, 























central  iron atom (red)  responsible  for gas binding. The sickle cell mutation  (β6 Glu > Val) and the highly conserved β93 
cysteine  (NO  binding)  on  the  β‐globin  chains  are  shown.  B)  shows  the  conformational  change  of  the  structure  of 
haemoglobin  molecule  between  oxy‐conformation  (relaxed)  and  deoxy‐conformation  (tensed).  Conformational  change 
leads  to a ~15 degrees  rotation of  the α1β1 dimer  compared  to  the α2β2.  (A) and  (B) modified  from 23. C)  Structure of 
Haeme Fe‐protoporphyrin IX ring with the central Fe atom designated in green. Image modified from 18.  
Hb is a great example of an allosteric protein and exhibits a cooperative binding of oxygen to Fe+2. In 
particular,  the  binding  of  O2  to  one  site  leads  to  conformational  changes  of  the  protein,  which 
increases  the  binding  affinity  of  the  neighbouring  globin  chains  for  O2  (approximately  threefold 
relative to the binding affinity in fully deoxygenated deoxyhaemoglobin). Cooperative binding of O2 
by  Hb  allows  the  delivery  of  the  1.7‐fold  amount  of  O2  to  tissue  compared  to  (hypothetical) 
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region, with  ubiquitously  active  genes,  and  a HBB‐like  globin  cluster,  located  on  the  short  arm of 
chromosome 11 in a late replicating region, methylated with a relatively low number of genes, which 
in  contrast  to  the  HBA  cluster  chromatin  environment  is  maintained  as  closed‐chromatin 
(heterochromatin) in non‐erythroid cells 25,26 Difference in the chromatin environment between the 
two globin clusters in non‐erythroid cells can be explained by the HBA cluster being surrounded by 
housekeeping  genes  (e.g.  nitrogen  permease  regulator  3‐like  protein  (NPRL3)),  27  which  is 
transcriptionally active, regardless of the lineage specificity 25,28.  
The  HBA‐like  cluster  in  all  mammalian  species  contains  a  ζ‐globin  gene  (HBZ,  embryonic  globin) 
followed by a duplicated α‐globin gene for adult globins α1 and α2 (HBA1 and HBA2, respectively) 
(Figure  5).  In  addition,  the  human  locus  includes  two  pseudogenes,  αD  and  θ,  with  the  former 
proceeding and the latter following the adult HBA2 and HBA1 (5’ – ζ – αD – α2 – α1 – θ – 3’) 27. In 
general,  in all the different developmental stages the expression of HBA‐like and HBB‐like chains  is 
balanced  29.  The  coordinated  expression  of  the  globin  genes  at  each  developmental  stage  is 
dependent on  the  regulatory elements  located  in distant  regions upstream  from each  cluster and 
characterised  by  hypersensitivity  to  DNase  I  nuclease  in  erythroid  cells.  In  general  it  have  been 
shown that DNase I hypersensitive regions in many mammalian genes are associated with sites that 
are  involved  in  protein‐DNA  interactions,  such  as  enhancers  and  promoters  25,30.  The HBA  cluster 
holds  four regulatory elements  (enhancers),  the multispecies conserved sequence  (MCS) R4  (MCS‐
R4)  (10 kb  ),  the MCS‐R3  (33 kb upstream),  the MCS‐R2  (40 kb upstream) and  the MCS‐R1  (48 kb 
upstream from the α‐like‐globin genes), with the MCS‐R2, aka HS40 playing the most prominent role 
in  regulation  of  HBA‐like  chain  expression  (Figure  5)  25,26.  In  general,  both  HBA  genes  are 













which  are  essential  for  the  normal  high‐level  expression  of  the  HBB‐like  chains  and  for  their 
developmental regulation 32. A 3’ HS region was also identified, known as 3’HS1, which seems to play 
a role in the formation of the active chromatin hub (ACH), but elicitation of its precise role requires 
further  study  19. HS1–4 are erythroid‐specific and act as enhancer‐like elements, whereas  the HS5 
acts  as  non‐specific  insulator  33.  HS  core  elements  are  200–400  bp  in  size,  with  more  than  2  kb 
separating  each  HS  from  the  next,  and  contain  highly  conserved  binding  sequences  of  several 





activators  and  acetyltransferases,  in  part  required  for  recruitment  of  macromolecular  complexes 
that  perform  chromatin  remodelling  and  histone  tail  modifications  32.  HS2  is  a  classical  strong 






The βLCR  is  required  for high expression  from the  locus during erythroid development and  is also 
critical  to  differential  regulation  of  expression  of  different  HBB‐like  genes,  which  involves  long‐
distance  interaction  with  globin  promoters  by  chromatin  looping  with  the  assistance  of  looping‐
protein  complexes.  This  can  be  demonstrated,  for  example,  by  the  βLCR  providing  position‐
independent and copy‐number‐dependent expression of linked globin transgenes in transgenic mice. 
At  the  5’end  of  each  HBB‐like  gene  a  specific  promoter  and  corresponding  cis‐acting  regulatory 
elements such as ATA, CCAAT, and CACCC sequences, regulate the binding of a complex of proteins 
that  control  the  initiation and  rate of  transcription  23.  In addition a  (A/T GATA A/G) GATA binding 
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R1  (48  kb upstream  from  the HBA  genes)  and  three  functional HBA‐like  genes  (ζ, HBZ;  embryonic)  and duplication of a 
(HBA1 and HBA2;  foetal/adult)). The HBB‐like cluster  is  located on chromosome 11 and  is associated with  five regulatory 
elements,  which  together  comprise  the  HBB‐locus  control  region  (βLCR)  and  five  functional  HBB‐like  genes  (ε,  HBE; 
embryonic),  two  γ  (HBG1  and HBG2;  foetal),  δ  (HBD;  adult)  and β  (HBB;  adult). Globin  genes  are  arranged  in  a manner 
corresponding to the pattern of their developmental‐specific expression, leading to the production of embryonic (ζ2ε2, α2ε2 
and ζ2γ2), foetal (α2γ2) and adult (α2δ2 and α2β2) Hbs. Figure reproduced from 26. 
 HBB‐like gene switching  1.6.1
As  detailed  above  in  relation  to  development  and  anatomical  structures  during  ontogenesis,  two 
HBB switches occur  in human development.  Initially during primitive erythropoiesis  in the YS, only 
HBE  is  expressed  until  the  6‐8th  week  of  gestation,  when  erythropoiesis  is  transferred  to  the  FL. 
There,  the  first  switch  takes  place,  during  which  HBG1  and  HBG2  are  upregulated  and  HBE  is 
silenced. Foetal HBG chains  from the  two genes are  functionally  identical,  and as a  result of gene 
duplication differ only  in amino acid position 136, which holds a glycine in HBG2 and an alanine  in 
HBG1  35.  The  second  switch  occurs  around  the  time  of  birth,  when  the  foetal  globins  are 
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downregulated and adult HBD and HBB are activated for continued expression from BM and spleen 
throughout postnatal  life. Of note, HBD misses  essential  control  elements within  its  promoter  for 
high‐level  expression  and  is  therefore  only  expressed  at  low  levels  throughout  adult  life  36,37. 
Switching from foetal Hb to adult  is completed during the first months of  life,  leading to a steady‐






during  development.  Additionally,  high‐level  HBG  expression  is  partially  or  fully  therapeutic  in  β‐
globinopathies,  so  that  over  the  last  two decades  fundamental  research has  been  complemented 
with  translational  research  into  a  potential  therapeutic  exploitation  of  the  switch  from  foetal  to 
adult  globin  expression.  As  a  result,  an  exceptional  level  of  characterisation  of  the  molecular 





of  the  methyl  groups  of  5m‐cytosine  in  the  major  grove  of  DNA  interfere  with  binding  of 
transcription  factors,  so  that  methylation  is  associated  with  inactivation  of  gene  expression.  In 
addition, methylation may recruit additionally inactivating histone‐modifying factors, such as histone 
deacetylases,  with  further  epigenetic  effects  on  gene  expression.  Generally,  methylation  and 
deacetylation of particular histone residues can change the formation of the chromatin to a closed‐
structure chromatin, heterochromatin, where transcription factors do not have access to their DNA 
binding  sequence,  therefore  repressing  expression.  Acetylation  of  some  other  histone  residues  in 
combination with other epigenetic  changes may have  the opposite effect  and  lead  to  an opened‐
chromatin structure, euchromatin, which is  linked with high expression of the adjacent genes 29. In 
each  instance  the combined effect of epigenetic modifications has  to be analysed  for  the  locus  in 




βLCR  elements  29,40,41.  The  βLCR  HS  elements  act  upon  the  HBB‐like  promoters,  amongst  other 
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mechanisms, indirectly by binding auxiliary transcription factors or directly by the binding of looping 
protein complexes and direct  interaction. Of particular  importance are HS1  through 4, which each 
recruit specific transcription factors but  in toto contribute in an additive fashion to recruit the HBB 
locus  to  RNA pol2‐associated  transcription  factories  in  the  central  nucleoplasm  42.  Several  studies 
have shown evidence for the presence of a competition for βLCR elements between HBB‐like globin 
genes.  For  instance,  deletions  of  the HBB  promoter  elements,  CACCC,  CCAAT  and  TATA boxes,  in 
heterozygotes were associated with increased levels of HbA2 (α2δ2) and variable levels of HbF (α2γ2) 
43.  Similar  observations  have  been  made  in  carriers  for  point  mutations  that  inactivate  the HBB 
promoter  40.  In  the case of homozygosity  for deletions of the HBB promoter,  two  individuals were 
transfusion‐independent  with  mild  β‐thalassaemia,  HbF  being  significantly  increased  and 
compensating  for  the  absence  of  HBB  chains  41,44,45.  Therefore,  inactivation  of  the HBB  promoter 







has been or still  is endemic, owing to  the natural protection of heterozygotes against  the parasite 
Plasmodium falciparum 25,29,48. However, due to global migration these disorders are becoming more 
common  in  countries  today  where  they  have  previously  been  rare,  such  as  in  northern  Europe, 
Australia and North America 29. 
While many use the terms ‘haemoglobinopathy’ and ‘globin disorder’ interchangeably, some authors 
distinguish  between  thalassaemias,  as  quantitative  disorders  where  Hb  production  is  reduced  or 
abolished,  and  haemoglobinopathies  as  qualitative  disorders  resulting  from  defects  of  globin 
structure,  which  may  in  turn  lead  to  the  formation  of  abnormal  Hb  46.  Following  is  a  brief 
introduction  to haemoglobinopathies  in  the  strict  sense of  structural  abnormalities,  before briefly 
turning to α‐thalassaemia and expanding on β‐thalassaemia as the main focus of this thesis.  









SCD,  for  instance,  is  characterized by  the production of  an aberrant HBB protein  (βS)  caused by  a 
codon 6 (GAG>GTG) mutation (human genome variation society (HGVS): HBB: c20A>T), which leads 
to  an  amino  acid  substitution  (HBBGlu6Val).  The  resulting  HbS  haemoglobin  tetramer  polymerizes 
when de‐oxygenated, with severe health consequences 49. Left untreated, patients with this globally 
most common haemoglobinopathy die before the age of 5 years 50. Another frequent variant, HbC, is 
also  produced  by  a  codon  6  (GAG>AAG)  mutation  (HGVS:  HBB:c.19G>A),  which  leads  to  an 
alternative  codon  substitution  (HBBGlu6Lys)  and  to  less  severe  disease  progression  than  SCD, 
causing  mild  haemolytic  anaemia  47,51.  HbE  on  the  other  hand,  is  characterised  by  a  reduced 
production of a structurally aberrant βE‐globin protein, caused by a codon 26 mutation (GAG>AAG) 
(HGVS: HBB: c.79G>A) and corresponding activation of cryptic splice site, which leads to reduction of 




A comprehensive  review of α‐thalassaemia  is beyond  the  scope of  this  introduction and has been 
performed  elsewhere  52.  In  brief,  approximately  5%  of  the  world  population  are  carriers  for  α‐
thalassaemia  mutations,  which  reduce  or  completely  abolished  the  expression  of  HBA  chains  53. 
Based  on  the  IthaGenes  database,  approximately  258  mutations  for  α‐thalassaemia  have  been 
identified, most of which  are deletions  54. Normal  genotype  is αα/αα with  genes HBA1  and HBA2 








are  inactive  (α‐/‐‐),  the  HBA‐to‐HBB  chain  balance  is  changed  significantly,  so  that  we  have  the 
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β‐Thalassaemia  is  caused  by  mutations  that  lead  to  the  reduction  or  complete  abolishment  of 
expression of functional HBB chains. Over 80 million people (1.5%) worldwide may be carriers for β 
thalassaemia,  and  it  is  estimated  that  60  000  affected  infants  are  born  every  year  29,55. Over  400 





or,  if negligible, β++ 56. Homozygotes and compound heterozygotes  for the above alleles result  in a 
wide  spectrum  of  thalassaemic  phenotypes  which  largely  correspond  to  the  clinically  defined 
phenotypes major (β0/0), intermedia (β0/β+ or β+/β+) and minor (β++/β++) 56,57. 







of  normal  splicing  similar  to  iii)  mutations  activating  cryptic  splice  sites  or  iv)  mutations  creating 
abnormal  splice  sites  (mostly  β+),  and  v)  mutations  affecting  the  poly  A  signal  and  3’UTR  with 
relatively  minor  impact  on  HBB  expression  (mostly  β++).  When  translation  is  affected  either  by 
disruption  of  the  initiation  codon  or  by  nonsense mutations  and  frame‐shifts,  the mutations  are 
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In  rare  cases,  trans‐acting  mutations  have  also  been  shown  to  cause  β‐thalassaemia,  such  as 
mutations  on  the  XPD  subunit  of  the  TFIIH  transcription  factor  or  of  the  erythroid‐specific 
transcription factor GATA‐1 56,58,59. Most common β‐thalassaemia mutations are recessive and cause 
haploinsufficiency, while rare cases of dominant inheritance involve highly unstable variant proteins 
that  form  toxic  insoluble  precipitates  in  the  erythroid  precursors  even  in  the  heterozygous  state. 
These mutations  combine  aspects  of  qualitative  and  quantitative  Hb  disorders  and  in most  cases 
lead  to  the  formation  of  a  pre‐termination  codon  in  the  3’  end  of  exons  2  or  in  exon  3,  so  that 
relatively  non‐functional,  unstable  HBB  chain  variants  are  produced  that  escape  the  surveillance 
mechanism  of  the  non‐sense  mediated  decay  (NMD)  pathway  (see  1.8).  RBCs  of  patients  with 





the switch  from foetal globin to adult  is almost completed and  the predominant Hbs are HbA and 
HbA2  19.  Thalassaemia‐major  patients  require  regular  blood  transfusions  early‐on,  which  in  turn 
cause  organ  iron  overload,  particularly  in  heart,  liver  and  other  endocrine  glands,  impairing  their 
function. In the absence of blood transfusions, patients die within the first two decades of life, while 
complete compliance to a costly and often invasive regimen of blood transfusions and iron‐chelation 
therapy  allows even pregnancies  and  survival  beyond  the age of 40  57. As major  consequences of 
ineffective  erythropoiesis  and  iron  overload,  patients  with  β‐thalassaemia  present 
hepatosplenomegaly  owing  to  increased  destruction  of  RBCs  and  with  extramedullary 
haematopoiesis  (EMH)  and bone deformities  owing  to BM expansion  57,61.  The  latter  is  caused by 
increased  numbers  of  erythroid  precursors  and  accumulation  of  countless  apoptotic  cells  at  the 
polychromatic  and  orthochromatic  stages,  at  approximately  15  times  the  levels  found  in  healthy 
individual  62.  Iron  overload  constitutes  a  major  and  unavoidable  complication  of  β  thalassaemia, 
caused  in part by  lifelong  regular blood  transfusions and  in part by  increased gastrointestinal  iron 
absorption  secondary  to  inhibition  of  hepsidin  synthesis  63.  Consequently,  71%  of  deaths  for 
thalassaemia major  are  due  to  cardiac diseases,  rendering  iron  chelation  treatment mandatory  64. 
Approximately  6.8%  and  5.7%  of  the  thalassaemia  major  patients  present  heart  failure  and 
arrhythmias  respectively.  Furthermore,  70%  of  patients  developed  liver  diseases  due  to  viral 
infections  with  chronic  hepatitis  B  and/or  C,  and  in  association  with  liver  iron  overload  post‐
transfusion,  there  is  an  increase  of  the  risk  to  developed  cirrhosis  and  hepatocarcinoma  65. 
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Furthermore, venous thrombosis, hypogonadism, diabetes and osteoporosis constitute some of the 
common  complications  that  can  be  developed  in  β‐thalassaemia  patients  57.  Thalassaemia 
intermedia covers variable degrees of severity, ranging from severe to mild anaemia, and does not 
(or  only  occasionally)  require  blood  transfusion.  In  general,  severe  forms  of  β‐thalassaemia 
intermedia  are  clinically manifested between  the ages of 2–6 years while  for mild  forms, patients 
can be completely asymptomatic into adulthood. While transfusions in thalassaemia major partially 
suppress  splenomegaly  and  EMH  and  consequential  bone  deformities,  with  exception  of  those 




The  main  parameter  determining  the  severity  of  thalassaemia  is  the  severity  of  the  underlying 







the  severity  of  β‐thalassaemia,  while  co‐inheritance  of  α‐thalassaemia  reduces  it  61,65.  In  β‐
thalassaemia,  excess  HBA  chains  impair  erythroid  maturation  and  subsequently  precipitate  in 
mature  erythrocytes  to  cause haemolysis  29.  These primary  changes  lead  to  the  clinical  symptoms 
discussed above, which cause organ failure long‐term 29,61. The second category of major modifiers 
for β‐thalassaemia is mutations that modify the imbalance of HBA and HBB‐like chains by affecting 
HBG  expression.  Like  co‐inheritance  of  α‐thalassaemia,  increased  expression  of HBG  reduces  the 
globin‐chain  imbalance  in β‐thalassaemia,  in  this  case by  the  formation of  foetal Hb HbF  (α2γ2)  66. 









40 | P a g e  
 




Under  normal  circumstances,  free  intracellular  HBA  chains  are  stabilized  by  the  erythroid‐specific 
molecular chaperon α‐haemoglobin‐stabilizing protein (AHSP), which promotes protein folding and 
resistance to protease digestion 70,71.  In the pathological condition of β‐thalassaemia, however, the 








RBC  haemolysis.  In  addition,  clusters  of  ‐haemichrome  bound  by  band  3  are  recognised  by 
naturally occurring anti‐band 3 IgG and stimulate the alternative complement pathway for removal 
of oxidatively stressed RBCs from blood circulation by macrophages 72 . Ineffective erythropoiesis in 
thalassaemia  can  be  explained  as  result  of  increased  apoptosis,  which  is  triggered  through  the 
FAS/FAS receptor pathway in response to increased levels of ROS. Moreover, the heat‐shock protein 
70 (hsp70) interacts with free HBA chains and becomes sequestered in the cytoplasm, leaving GATA 
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Figure 6: Cellular pathophysiology of β‐thalassaemia. 
Reduction  of  β‐globin  chain  synthesis  in  β‐thalassaemia,  leads  to  imbalance  of  the  α‐/β‐like  ratio  and  reduction  of  the 
formation  of  functional  haemoglobin  A  (HbA).  The  excess  free  α‐globin  chains  trigger  a  cascade  of  events  through  the 
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 Defects in RNA processing as a cause of disease 1.8
 RNA processing and human disease 1.8.1
RNA processing  is  tightly  associated with  transcription,  in  that  phosphorylation of  the C’  terminal 
domain  of  RNA  polymerase  (RNA  pol)  2,  in  particular  of  Ser  5  and  Ser  2  at  the  initiation  and 
elongation steps, respectively, is as important for transcription as for the RNA processing 73. Initially, 
the first processing event for each mRNA is the 5’ end capping which occurs co‐transcriptionally  in 
the  nucleus,  as  soon  as  the  first  25–30  nucleotides  of  the  pre‐mRNA  are  transcribed  73.  Capping 
occurs in three enzymatic reactions, first, an RNA triphosphatase removes the γ‐phosphate from the 




mRNA  from  5’>3’  exonucleases,  for  efficient  translation  via  recruitment  of  initiation  translational 
factors (eiF4F complex) and for splicing, by recruitment of cap‐binding complexes which are involved 
in  spliceosome assembly, 3’  end processing, RNA export  and nonsense‐mediated decay  74. Cap +1 
acts  as  a  self‐signature,  for  recognition  and  discrimination  of  mRNA  from  foreign  (e.g.  viral) 
transcripts, the absence of which triggers a protective mechanism to hold RNA translation 74.  
Another  co‐transcriptional  process  of  mRNA  maturation  is  splicing,  the  removal  of  intervening 






(loop)  intermediate,  with  2’,5’‐phosphodiester  linkage,  followed  by  a  second  attack  on  the  SA 
phosphate group by the 3’‐hydroxyl group of the cleaved 5’ exon, leading to the release of the intron 
lariat  and  ligation  of  the  two  exons  (Figure  7)  75.  Identification  and  regulation  of  splicing  is 












SF1  factor  is  released,  leading to  the  formation of  the A complex, also known as pre‐spliceosome. 
Subsequently, the U4/U6 snRNP is associated with U5 to form the U4/6.U5 tri‐snRNP, and recruited 
to form the pre‐catalytic complex B. Conformation changes and rearrangements lead to the release 
of  U1  and  U4  snRNP,  which  constitute  the  catalytically  active  B  complex  (B*  complex),  ready  to 
complete the 1st step of splicing with the assistance of the DEAH‐box RNA helicase Prp2. Then, the C 
complex  is formed and further rearrangements  lead to the 2nd catalytic step of splicing. Finally the 
spliceosome  dissociates  and  the  snRNPs  are  released  to  take part  in  additional  rounds of  splicing 
(Figure 8)76.  
Except  from  the  main  splice  sites  and  BPSs,  splicing  is  regulated  by  an  array  of  other  cis‐acting 
regulatory  elements,  exonic  and  intronic  enhancers  (ESEs  and  ISEs)  and  silencers  (ESSs  and  ISSs), 
which are the binding sequences of trans‐acting regulatory splicing factors such serine/arginine (SR)‐
rich protein and heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hrRNPs). In general, SR proteins act as 




The  first  step  is  endonucleolytic  cleavage  10–30  nucleotides  downstream  of  the  conserved 
mammalian poly A signal, a usually AAUAAA adenylate‐rich hexameric element, and upstream of the 
U/GU‐rich  sequence,  the  second  is  poly‐adenylation  of  the  cleaved‐end  by  poly  (A)  polymerase, 
which  is part of the complex that recognises the poly A core elements and also performs the RNA 










subsequently  with  the  2nd  transesterification  reaction,  in  which  the  3’‐OH  group  of  the  3’  end  exon  attacks  the  SA 
phosphate group, leading to the release of the intron lariat and the ligation of the two exons. For details see main text. 
b)  The  splicing  procedure  is  regulated  and  accomplished  by  two  main  macromolecular  protein  complexes,  the  major 
spliceosome (U2‐ dependent), which is composed of mainly five small nuclear ribonucleoproteins U1, U2 U3, U4, U5 and 





main  splicing  sites  for  the  major  (U2‐type)  and  minor  (U12‐type)  spliceosome  in  IUPAC  code,  with  height  proportions 



















(AG/GURAGU),  BPS  (YNYURAY)  and  SA  (NAG/G)  (Figure  7)  81.  Beside  of  the  context  of  the  main 
splicing  sites  and  regulation  by  the  above‐mentioned  the  flanking  pre‐mRNA  regulatory  element 
(ESE,  ESS  and  ISE  and  ISS)  and  their  trans‐acting  factors,  proteome  analysis  of  the  human 
spliceosome indicates even greater complexity of regulation. A total of approximately 170 splicing‐
associated  factors  are  involved  at  some  stage  during  the  splicing  procedure,  with  individual 
intermediate  complexes  (e.g.  A,  B  and  C)  containing  up  to  ~125  proteins  76.  This  illustrates  the 
potentially  cumulative effect of multiple  factors  that  regulate  splice  site  selection. More  than 92–
94% of  the human protein‐coding genes express multiple mRNA  isoforms, as  results of alternative 
splicing,  contributing  to  the  large  diversity  of  proteins  in  higher  eukaryotes,  with  wide‐ranging 
implication  in health and disease  73. The most common mutations that change the normal  splicing 
pattern are those that affect the cis‐acting splicing core elements (SD, SA and BPS) or the  flanking 
regulatory  elements  that  regulate  spliceosome  recruitment  (ESE,  ESS,  ISE  and  ISS)  81.  Examples  of 
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these mutations are point mutations on HBB that lead to the formation of 3’ aberrant SA sites (e.g. 
HBBIVSI‐110,  in  the  following  “IVSI‐110”;  HGVS  name:  HBB:c.93‐21G>A),  which  change  the  splicing 
pattern and open reading frame (ORF), make the aberrant mRNA a target for NMD and in turn cause 
β‐thalassaemia 82,83. As additional disease examples, for Duchenne muscular dystrophy a splice‐site 
mutation  in  dystrophin  leads  to  loss  of  function  by  frameshifting  in  exon  51,  for  cystic  fibrosis 
mutations  of  UG  and  of  the  U  tract  near  the  SA  of  cystic  fibrosis  transmembrane  conductance 
regulator  (CFTR)  exon  9  cause  disease  of  varying  severity  and  for  frontotemporal  dementia  with 
parkinsonism  linked  to  chromosome  17,  mutations  of  the  5’ss,  ESE  and  ESS  in  microtubule‐
associated  protein  tau  (MAPT)  exon  10  are  causative  of  disease  81.  In  addition  to  cis‐acting 
mutations, aberrant splicing can cause disease by mutations that affect trans‐acting factors, such as 
components  and  associated  factors  of  the  spliceosome  tri  snRNP U4/6.U5  particle  in  the  case  of 
retinitis  pigmentosa  (pre‐mRNA  processing  factor  3  (PRPF3),  PRPF  4,  PRPF  6,  PRPF  8  and  Bad 
Response to Refrigeration (BRR2)) or in colorectal carcinoma in which overexpression of the PRPF6 
U5 – snRNP component promotes cancer cell proliferation 81. 





production  required  for  erythrocyte  function  84.  This  mRNA  stability  is  regulated  by  the 
aforementioned cis‐acting elements of  the 5’ and 3’ UTR, the 5’ cap structure, 3’ poly‐adenylation 
and regulatory sequences in the coding regions. A common feature in almost all eukaryotic mRNAs is 
mRNA circularization during  translation,  by  linkage of  the  5’  cap  structure  and  the  3’  poly  (A)  tail 
through the poly (A) binding protein (PABP), which besides increased stability and protection of the 
mRNA  termini  against  exonucleolytic  degradation,  also  contributes  to  the  initiation  of  translation 
and enhanced protein synthesis 60,73. In addition, increased stability of HBB mRNA is also conferred 















or  protein  stability,  direct  or  indirect  interference  with  the  functionality  or  stability  of  the  HBB 
mRNA.  One  of  the  commonest  results  of  such  β‐thalassaemia  mutations  is  the  formation  of 
premature  termination  codons  (PTCs),  either  by  frameshift  mutations  (insertions/deletions), 
nonsense  mutations  or  mutations  affecting  the  correct  splicing  of  HBB  mRNA  56.  As  protection 
against the potential toxicity of resultant truncated proteins, the nonsense‐mediated decay (NMD) 
surveillance  mechanism  degrades  abnormal  mRNAs  with  PTCs.  NMD  recognises  human  HBB 
transcripts with a PTC downstream of codon 23 and approximately 50–55 nt upstream of  the  last 
exon‐exon junction (Figure 10) 60. In particular, PTC is identified by the presence of an exon junction 
complexes  (EJC),  20–24  nucleotides  upstream  of  the  exon‐exon  junction  sites,  which  are  formed 





UPF3b  are  bound  to  the  downstream  EJC,  and  its  interaction  with  the  SURF  complex  forms  the 
decay‐inducing (DECID) complex which leads to the phosphorylation of the UPF1 factor and release 
of  the eFR1 and eFR3  factors. Then, SMG5, SMG6 and SMG7  factors are  recruited  to  the complex 
with other mRNA degradation factors, which eventually leads to mRNA decay, de‐capping and 5’ to 3 








In  the presence of a premature termination codon (PTC),  the up‐frame 1  factor and  its associate kinase SMG1 binds  the 
eukaryotic release factors (eRF1 and eRF3) and form the surveillance complex (SURF). Interaction of the SURF complex with 
the UPF2 and 3  factors bound on  the adjacent exon  junction complex  (EJC)  triggers  the  formation of  the decay‐inducing 
complex (DECID),  leading to the phosphorylation of UPF1 by SGM1, release of the eRF1/3 factors and ribosome from the 
complex  and  the  recruitment  of  SMG5,  SMG6  and  SMG7  and  other mRNA degradation  factors, which  eventually  cause 
mRNA  degradation.  m7G:  5’  cap,  PABP1  polyadenylation  binding  protein  1,  XRN1  5’‐to‐3’  exoribonuclease  1.  Figure 
reproduced from 86. 






end  of  exon  2  and  5’  end  of  exon  3  are  resistant  to  NMD,  the  short  truncated  HBB  chains  are 
effectively  degraded  via  proteolysis  (e.g.  PTC  88,  101  and  114).  PTCs  at  the  5’  end  of  exon  1  are 
similarly NMD resistant and produce short peptides, which are efficiently degraded (e.g. PTC 5, 15 or 
17)  60.  Summarising,  transcripts  with  PTCs  outside  the  limits  designated  in  Figure  10,  escape  the 
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recessively  inherited,  those  with  PTCs  beyond  the  upper  NMD  recognition  border  may  produce 
potentially toxic non‐functional HBB proteins, long enough to escape proteolysis, and may cause β‐
thalassaemia  intermedia  in  heterozygotes  with  dominant  inheritance  56,60,61,88.  While  NMD  is 
therefore generally beneficial, it might also remove truncated and partially functional products that 
would lead to a milder phenotype in the absence of NMD degradation 89. Overall, the NMD pathway 







the  excess  of  HBA  chains  are  effectively  degraded.  Transcripts  with  PTCs  downstream  of  the  23  codon  and  at  least  55 
nucleotides  (nt)  upstream  from  the  last  exon‐exon  junction  site,  are  sensitive  to  NMD  and  heterozygotes  are  also 
asymptomatic.  If the PTCs are located closer to the last exon‐exon junction site (55 nt <) or in the 5’ end of exon 3, then 
transcripts escape the NMD leading to the production of small truncated ΗΒΒ chains which are effectively degraded along 
with  the  excess  of HBA  chains,  therefore heterozygotes  are  asymptomatic.  Transcripts with  PTCs  further  downstream  in 
exon 3 are NMD‐resistant, leading to the production of toxic truncated non‐functional HBB chains long enough to escape 
proteolysis,  and  cause  β‐thalassaemia  intermedia  in  heterozygotes  with  dominant  inheritance.  m7G,  5’‐cap;  NMD, 
nonsense‐mediated decay; (A) n, poly (A) tail. Figure reproduced from 60. 
 IVSI‐110 mutation and other splice‐site mutations 1.8.3
One  of  the  commonest  causes  for  thalassaemia  is  alterations  of  HBB  pre‐mRNA  splicing  56,90. 
Mutations  affecting  the  invariant  SA  and  SD  sites,  GT  and  AG,  respectively,  completely  abolish 
correct  splicing  and  are  designated  as  β0  mutations,  which  lead  to  thalassaemia  major,  whereas 
those  affecting  adjacent  conserved  sequences  allow  a  proportion  of  pre‐mRNA  to  be  correctly 
spliced, leading to the synthesis of functional HBB chains and therefore designated as β+ mutations. 
Homozygotes for β+ mutation usually cause thalassaemia intermedia, which, as explained in section 
1.7.3.2,  covers  a  vast  range  of  phenotypes,  from  a  pathophysiology  bordering  on  constitutively 














therapy  to  survive  56,90. Analysis of  the  strength of  each  SA  sites  (aberrant  and normal),  using  the 
Shapiro and Senapathy matrix, indicate a higher score for the normal SA site (84.5) than the aberrant 
site (80.1), which contradicts the observed preference of the spliceosome for the aberrant SA site 90. 
Analysis of both sites by the exonic splice enhancer  finder algorithm (ESEfinder)  indicates  that  the 
IVSI‐110 (G>A) mutation disrupts the binding motif of the SRp40 protein factor, which may disrupt 
activity of SR splice enhancer for the normal SA site 90. We can also speculate that disruption of this 
motif  could  reduce  the efficiency of  spliceosome assembly and recruitment  to  the normal SA site, 
therefore favouring the mutant SA site. In both cases the spliceosome use the 5’ SD site and normal 
branch site 91,92. In addition, a pertaining mouse model was developed by Vadolas et al., harbouring 
the  IVSI‐110‐mutant HBB  locus  in  an  Hbbth3/+  background,  displaying  the  same  reduction  of  HBB 
protein synthesis observed in IVSI‐110 patients 90. Other, less common splice‐site mutations, such as 
IVSII‐745  (HGVS name: HBB:c.316‐106C>G); with highest  carrier  frequency  in  Jordan 14.2% and as 
the  second‐most  common  HBB  mutation  in  Cyprus  with  3.79%,  see  IthaMaps 
















an  integrating  lentiviral vector (LV), correct splicing was  increased 25‐fold compared to controls 95. 
The  latter  approach  points  the  way  away  from  transient  approaches  that  would  require  chronic 
treatment,  towards  a  repair  of  defective  splicing,  here  at  the  RNA  level,  by  stable  and  long‐term 
therapy for thalassaemia 96. 
 Therapeutic approaches to β‐thalassaemia 1.9
 Management and current treatments 1.9.1
Today the only available curative treatment for thalassaemia is allogeneic haematopoietic stem cell 
transplantation (allo‐HSCT) from BM or mobilised CD34+ cells. Allo‐HSCT, however, is  limited to the 
fraction of patients with histocompatible donors,  is poorly  tolerated  in adults, and holds a 5–10% 
mortality  rate  associated  with  the  procedure  and  additional  mortality  or  morbidity  through 
subsequent  immune  complications,  such  as  graft‐versus‐host  disease  (GvHD)  66,97.  In  general, 
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additional  attractive  stem  cell  graft  source  for  thalassaemic  patients,  with  high  probability  of  a 
successful  cure  and  low  risk  of  developing  GvHD  98–100.  For  leading  groups  and  based  on  refined 
methodology for the conditioning of recipients and for the analysis of compatibility, even matched 
unrelated  or  haploidentical  donors  of  HSCs  give  good  efficiencies  and  disease‐free  survival  after 
transplantation  101.  In  all  instances,  GvHD  is  one  of  the  main  potential  complications  post‐
transplantation,  so  that  even  after  successful  transplantation  approximately  5–8%  of  the  treated 
patients  may  develop  chronic  GvHD  disease  57.  The  main  treatment  of  the  disease  is 
immunosuppressive medicines, which are also associated with major risk of complications or death 
by bacterial, fungal and viral infections. 
The  most  extensively  used  approach  for  managing  β‐thalassaemia  is  life‐long  regular  blood 
transfusion,  in  order  to  correct  the  anaemia,  but  without  ameliorating  the  toxic  complications 
secondary to  iron‐overload. Patients with  the most severe  forms of  thalassaemia major die within 
the  first 2 years  if not  treated with  regular blood  transfusions  61. Requirement and  frequencies of 
blood transfusions varies based on severity of thalassaemia. The main goal of blood transfusion is to 
increase  the  levels  of  Hb  from  the  <8  g/dL  seen  in  severe  forms  of  anaemia  to  13–14  g/dL  post 
transfusion  and  to maintain  the  levels  above  90–100  g/L  at  all  times  29.  However,  as  a  result  of 
regular  blood  transfusions  and  the  increased  gastrointestinal  iron  absorption,  patients  start  to 
present  the  complications  of  iron  overload,  such  as  cardiomyopathy,  liver  fibrosis  and  endocrine 




maintain  the  concentrations of  iron  in  the body  to non‐toxic  levels  102. Chelation monotherapy or 
chelators  in combination are able to effectively reduce excess  iron, allowing regular and prolonged 
blood  transfusions  and  reducing  the  morbidity  and  mortality  of  β‐thalassaemia.  Of  note,  iron 
chelation therapy might also be necessary for patients that are transfusion independent, such as in 
the cases of mild thalassaemia intermedia, since iron overload can be developed due to ineffective 
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According  to  a World Health Organisation  (WHO)  estimate  for  2006, more  than  330 000  affected 
infants  are  born  per  year,  from  which  approximately  83%  suffer  from  SCD  and  17%  from 
thalassaemia  55.  In  addition,  globally  ~7%  are  carriers  for  haemoglobinopathies  which  ranks  the 
group  of  disorders  amongst  the most  common monogenic  disorders, making  it  one  of  the major 
world  health  problems.  Lifetime  treatment  of  patients  with  β‐  thalassaemia major  in  the  United 
Kingdom has been estimated to between £188 000 – £226 000 102. Treatment of such patients could 
have a major impact on national health budgets of a developing economy, as has occurred in Cyprus 
and  Sardinia  in  1960  29.  Therefore,  the WHO  in  an  attempt  to  address  and  constrain  the  growing 
problem  of  haemoglobinopathies,  proposed  prevention  and  management  programmes.  This 
includes public education, population screening and counselling programs, and the development of 
prenatal diagnosis and pre‐implantation genetic diagnosis, which in combination with chronic blood 
transfusions  and  chelations  constitute  the  global  standard  for  disease  control  and  management 
48,55,102. Differences in culture and religion among countries create problems for the implementation 
of  prevention  and  management  programmes,  therefore  customisation  for  the  specific  societal 
context,  public  education  and  long‐term discussion between  communities  and  specialised doctors 
are essential for the successful establishment of these programmes 48. 
 Novel therapies based on small molecules  1.9.2
Inspired by the therapeutic effect of HBG expression in HPFH adults with β‐thalassaemia (see above), 
chemical  induction of HBG expression has been pursued as a therapeutic option for decades. Over 
the  years,  countless  HbF‐inducing  agents  have  been  identified,  for  many  of  which  the  precise 
molecular  mechanism  or  targets  are  still  unclear  103.  HbF  inducers,  such  as  DNA  demethylating 
agents  (5‐azacytine,  5‐aza‐2‐deoxycytidine,  also  known  as  decitabine),  cytostatic  agents 
(hydroxyurea, HU) and histone deacetylase inhibitors (HDAC) (butyrate) and short‐chain fatty acids, 
have  found  clinical  application  for  SCD,  but  for  β‐thalassaemia  are  still  plagued  by  inconsistent 
efficiency  in different patients and by a generally high  level of  toxicity. One of  the major concerns 
over  using  these  agents  is  the  long‐term  side  effects,  including  carcinogenesis  potential  (e.g.  5‐
azacytidine).  Compounds which are  able  to alter  the  chromatin  stability  in  a  non‐specific manner, 
such  as  demethylating  agents  or  deacetylase  inhibitors, may  also  activate  or  silence  other  genes, 
increasing  the  risk  for  carcinogenesis.  In  particular,  concern  over  increased  carcinogenicity  of  5‐
azacytidine has prevented its use for human treatment and has led to the development of safer and 
more efficient compounds at  lower concentrations, such as decitabine 104,105. Another drawback of 
chemical  HbF‐inducing  agents  is  the  requirement  of  chronic  application  over  the  lifetime  of  the 
patient.  Depending  on  the  reagent,  reapplication  might  need  to  be  frequent  in  order  to  sustain 
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administration  (e.g.  HU  and  butyrate  alternatives:  Sodium  phenylbutyrate  and  isoputyramide)  or 
intravenous transfusions (arginine butyrate, 5‐azacytine and decitabine) 106.  
The  alternative  approach  of  targeting  PTC  mutations  by  PTC‐read‐through  agents  is  as  yet  in  its 
infancy but promising  for  nonsense mutations,  such as  the  frequent  codon 39 β0 mutation  (HGVS 
name:  HBB:  c.118C>T)  for  β‐thalassaemia.  A  recent  study  showed  that  approximately  11%  of  all 
described gene lesions responsible for inherited human diseases are due to non‐sense mutations 107. 
The aim of this approach is the decrease of the ribosome accuracy to recognize PTC and proceeding 
to  the  translation  of  a  full  length  and  fully  or  partially  functional  protein.  This  PTC‐read‐through 
agents  are  split  in  two  categories,  the  aminoglycoside  antibiotics,  such  as  geneticin  (G418)  and 
gentamicin and the non‐aminoglycoside compounds (such as PTC124 (Ataluren), RTC13 and RTC14) 
108. Compounds of the  former group have been shown to efficiently read through PTC and  lead to 
the  synthesis of a  full‐length  functional protein, such as  in  the cases of  in vitro and  in vivo mouse 
models  for  DMD,  cystic  fibrosis,  haemophilia  and  β‐thalassaemia.  However,  these  drugs  also 
presented  severe  nephrotoxic  or  ototoxic  side‐effects,  which  would  make  long‐term  therapeutic 
application of these drug untenable 108–111. In particular, in the case of thalassaemia, aminoglycosides 
showed  increased HBB chain  synthesis  and accumulation of HbA  in erythroid precursor  cells  from 
cd39  (HGVS  name:  HBB:c.118C>T)  β0‐thalassaemic  patients  with  the  use  of  G418  112.  The  non‐
aminoglycoside  compounds  on  the  other  hand  lack  antibiotic  properties  of  the  aminoglycosides, 
rendering them safer and thus more suitable for pre‐clinical trials. RTC13 and RTC14 were shown to 
induce  read‐through  of  PTCs  in  ataxia‐telangiectasia mutated  (ATM)  and DMD  genes  113.  Another 
example  of  non‐aminoglycoside  compounds  is  amlexanox,  which  in  addition  to  the  PTC‐read‐
through  property  also  acts  as  NMD  inhibitor  and  was  shown  to  increase  the  levels  of  mRNA 
containing  nonsense mutations  by  two‐  to  five‐fold without  affecting  the  natural  NMD  targets  or 
observed cytotoxicity in mammalian cells 111. Global interference with NMD pathways, however, has 
a high risks of side effects, since besides its surveillance and protective role against the translation of 
aberrant  mRNA,  NMD  is  involved  in  the  regulation  of  expression  of  ~10%  of  the  mammalian 
transcriptome and is essential e.g. during embryonic development 111. Another approach specific to 
stop‐codon mutations  reaches  into  the realm of GT and  is  the use of nonsense suppressor  tRNAs, 
which are modified tRNA derivatives carrying a specific amino acid and a modified anticodon specific 
to the PTC. This approach leads to the incorporation of the specific amino acid at the site of the PTC 








and  sequence context. Most  importantly,  the approach would be marred by side effects owing  to 




The  need  for  chronic  lifelong  application  represents  an  acceptable  drawback  in  practice,  while 
toxicity  and  corresponding  long‐term  side‐effects  because  of  unspecific  action  are  an  inherent 
problem of all approaches presented  in this section and fundamental  impediments to their clinical 
translation.  It has  become  increasingly  clear  for  any  type of established or novel  treatment  for β‐
thalassaemia  that  treatment needs  to be  customised  if not personalised  in order  to achieve good 
efficiency  and  tolerability,  possibly  by  inclusion  of  pharmacogenomics  analyses  and  certainly  by 
taking specific primary mutations and modifying factors into account 49,114,115. 
 Gene therapy for the correction of β‐thalassaemia using LV‐based approaches 1.9.3
Where  conservative  disease  management  by  transfusion  and  chelation  is  ineffective,  alternative 
choices  are  all  but  inviting.  While  palliative  small‐drug  approaches  to  β‐thalassaemia  treatment 
display  low efficiency  and high  toxicity,  conventional  stem‐cell‐based  approaches  carry  the  risk  of 
immunological complications. However, most  limitations and risks associated with allo‐HSCT would 












the  chance  of  insertional mutagenesis,  genome  instability  and  toxicity  of  viral‐  or  vector‐encoded 
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proteins 66,118–120. Safety of the use of LV in to GT was increased with a self‐inactivating design (SIN), 
in which promoter/enhancer  sequences  in  the U3  region of  the 3’  long  terminal  region  (LTR) was 
deleted.  This  deletion with  the  reverse  transcription  of  the  RNA  genome  to  complementary  DNA 
(cDNA)  is  transferred  to  the  5’LTR,  which  self‐inactivates  the  provirus  and  leave  active  only  the 
promoter  and  regulatory  element  of  the  transgene.  In  addition,  this  design  minimise  the 
transactivation of neighbouring cellular promoters due the LV strong LTR enhancers as also and the 
long‐term  silencing  of  the  therapeutic  gene  due  to  methylation  of  the  viral  promoter  118. 
Importantly,  it  reduced  the  risk  of  generation  of  replication‐competent  recombinant  LV  in  the 
producer and target cells. The large capacity of LVs which allows the transfer of the HBB therapeutic 
transgene  and  the  regulatory  elements  (βLCR)  essential  for  high  and  erythroid‐specific  expression 
and  the  ability  to  transduced  non‐dividing  cells  (i.e.  LT‐HSC),  prompted  their  use  in  the  GT  of 




A  large  number  of  independent  studies,  too  numerous  to  detail  here  and  recently  reviewed 
elsewhere,  have  over  the  last  decade  pushed  the  field  of  LV‐based  GT  of  β‐thalassaemia  to  the 
execution of the first clinical trials 39,66. Exemplary work was performed by May et al., who showed 
that  incorporating  long  HS2–HS4  LCR  elements  instead  of  merely  the  corresponding  cores  vastly 
improved  transgene  expression,  allowing  the  correction  of  anaemia  in  Hbbth3/+  mice  with  a  VCN 
below 1.0 (in nucleated peripheral blood cells) and in the Hbbth3/+‐based surgical thalassaemia major 
model to the  level of  thalassaemia  intermedia, so that a SIN‐modified version of the original TNS9 
proceeded to phase‐I human clinical trials, albeit without achieving transfusion independence for its 
trial  subjects  (see  below)  39,126,127,129.  A  similar  vector  design  employed  by  Pawliuk  et  al.  was 
therapeutic only at an average VCN of 3 in either a murine SCD (in nucleated peripheral blood cells) 
or  mild  thalassaemia  intermedia  (in  bone  marrow,  spleen  and  thymus  cells)  background  121,130. 
Inclusion of an amino‐acid substitution in the HBB transgene (T87Q) added anti‐sickling properties to 
the  vector‐encoded  product  in  the  context  of  SCD  and  would  eventually  also  allow  its  discrete 
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inclusion in the provirus, with the 400‐bp core region not retaining the necessary activity, with the 









UK,  and  exceptionally  carries  an  LCR  reduced  to  elements  HS2  and  HS3  to  drive  expression  of  a 
modified human HBB gene under control of the HBB promoter. In particular, HBB transgene with the 
mini  βLCR  was  inserted  in  SIN  LV  (400  bp  deletion  of  HIV  U3  LTR  region)  in  reverse  orientation 
compared  to  the  LV  reverse  transcription  orientation.  In  addition,  the  HBB  transgene  size  was 
further  reduced with  a  deletion  in  Intron  2,  reducing  its  size  to  257  bp  and  retaining  the  3’ HBB 
enhancer 132. The whole design of the GLOBE provide the efficient expression of the HBB transgene 
and the production of high titres of stable LVs, requirements necessary for large scale experiments 
and  its utilisation  into  the clinic  132.  In  studies conducted by  the Ferrari group, GLOBE was able  to 
correct the phenotype of murine thalassaemia intermedia (Hbbth3/+) at a VCN of 1 (in BM HSCs) and 
with  transduction  of  only  30–50%  of  HSCs,  while  correcting  a  surgical  thalassaemia major model 
either  to  normal  or  thalassaemia‐intermedia  phenotype  at  a  VCN  >3  (in  BM HSCs)  132.  The  study 
alongside others  indicated  in GT‐treated mice what  is also known  from allo‐HSCT:  that owing to a 
survival  advantage  of  non‐thalassaemic  erythrocytes,  a  relatively  low  (20–30%)  BM  chimerism  of 
corrected or healthy donor HSCs may be sufficient  for  the resolution of  thalassaemia  128,133. These 
findings  suggest  that  partial  myeloablation  of  patients  before  re‐infusion  of  genetically  corrected 
HSCs may be sufficient for GT‐based correction, thus avoiding the dangers, such as increased toxicity 
and the risks of GvHD and organ failure, associated with full myeloablation 66,134. Subsequent to the 
correction  of  murine  thalassaemia  mice,  Roselli  et  al.,  demonstrate  the  therapeutic  potential  of 
GLOBE on thalassaemia major patient‐derived CD34+ cells from BM, carrying different mutations. In 
particular,  they showed that GLOBE was able  to correct the thalassaemic phenotype by  increasing 
the  production  of  HbA  at  carrier’s  levels  at  low  VCN  (VCN  ~1.6  in  CD34+  cells  )  without  showing 
integration preference  to proto‐oncogene,  tumour‐suppressors  or  cell‐cycle  related  genes  115.  The 
therapeutic  benefit  of  HBB  transgene  expression  rescue  cells  from  apoptosis  and  ineffective 
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HS2  enhancer  of  the  GATA1  gene  into  the  3’  SIN  lentiviral  LTR  of  GLOBE.  In  the  provirus,  the 
enhancer was correspondingly present  in both LTRs and protected  the  therapeutic HBB  transgene 




Ankyrin,  ankyrin  insulator;  cHS4,  chicken HBB  hypersensitive‐site‐4  insulator;  CMV,  Cytomegalovirus;  GATA1  HS2,  globin 
transcription factor 1 hypersensitive‐site‐2 enhancer; HIV‐1, human  immunodeficiency virus; HS, hypersensitive site; LCR, 
locus control region; LTR,  long terminal repeat; pβ‐globin, HBB promoter; PGK MGMT, murine phosphoglycerate kinase‐1 








elements of  cHS4  insulators  (2x 250bp) were cloned at  the site of  the U3 deleted region of  the 3’ 
LTR.  These  elements  are  considered  to  provide  a  position  independent  expression  of  the HBBT87Q 
transgene  136.  Initially  three  patients with  transfusion‐dependent  β0/βΕ  thalassaemia were  treated 
with the HPV569 vector. Of these, one failed to accept the transplant after complete myeloablation 
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and  continues  to  date  (8  years  after),  showing  an  apparently  stabilised  clonal  expansion  of  one 
cellular clone with a rearranged proviral  insert and a constant and equal contribution of HbE, HbF 
and  vector‐derived  HbAT87Q  to  total  Hb  (8  g/dL)  from  year  2  to  8  post‐engraftment  131,137,139. 
Therefore the high expression of the endogenous Hbs HbF and HbE appears essential for the patient 













independence  of  the  treated‐patient  39,139  Stable  contribution  of  vector‐derived  HBBT87Q  chains 
throughout  the  later  post‐transplantation  period  indicated  that  the  therapeutic  effect  is  not 
dependent  of  the  specific  clone  131.  Taken  together,  clonal  expansion,  low  vector‐derived  gene 
expression, vector rearrangements and slow progress to transfusion  independence despite the  full 






vector  to  produce  the BB305  LV.  Key  improvements were  the  removal  of  the  cHS4 elements  and 
replacement  of  the  5’  LTR  Tat‐dependent  U3  promoter/enhancer  with  a  CMV  promoter  and 
enhancer  increasing  stability  and  safety,  and vector  titre  and  transduction efficiency,  respectively. 
The  provirus  of  the  optimised  vector,  LentiGlobin  BB305,  is  identical  to  that  of  its  predecessor 
HPV569, apart  from the absence of  the  two cHS4  insulator elements. Comparison of both vectors 
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with  equivalent  safety,  i.e.  without  association  with  insertional  oncogenesis  143.  After  these 
encouraging results they moved to a new round of clinical trials with the BB305 vector. These trials 
started  in  France  (HGB‐205)  for  β‐thalassaemia  and  SCD,  where  up  to  now  four  β‐thalassaemic 
(three major β0/βΕ and one homozygote for IVSI‐110) and one SCD patient have been treated with 
encouraging results especially for the latter131. In particular, the SCD patient is expressing a total of 
~51.5%  of  anti‐sickling  Hb  (48% HbAT87Q,  1.8% HbF,  1.7% HbA2)  9 months  post‐transplantation, 
whereas  the  two  β0/βΕ  thalassaemic  patients  with  VCN  1.5  and  2.1  (ex‐vivo  on  pooled  colony‐
forming progenitors) remain transfusion independent for at least 15 months post‐treatment 39,144,145, 
whereas  the  most  recently  treated  fourth  patient,  an  IVSI‐110  homozygous  thalassaemic  patient 




TNS9.3.55, which holds  the cHS4  insulator with minor unpublished modifications compared  to  the 
original  TNS9  LV  125,126.  A  pilot‐trial was  performed  in  order  to  assess  the  safety  and  efficiency  of 
hCD34+ mobilisation  from  β‐thalassaemia  patients  using  granulocyte  colony‐stimulating  factor  (G‐
CSF),  and  the  efficiency  of  the  clinical‐grade  TNS9.3.55  vector  used  under  clinical  conditions.  The 
study  achieved  a  high  level  of mobilisation  of more  than  8x106  CD34+  cells/kg with minimal  side‐
effects.  In  addition,  hCD34+  cells  of  three different  patients were  efficiently  transduced,  giving  an 




the  transduced  cells  into  NOD/SCID/IL2rγnull  mice  indicated  a  stable  VCN  (in  BM  HPCs)  and  high 
expression of the HBB transgene 6 months post‐transplantation 147. Data from this study constituted 





the  TNS9.3.55  LV  underwent  mild  conditioning  (8  mg/kg  busulfan),  and  the  percentage  of 
transduced  mononuclear  cells  in  peripheral  blood  increased  from  initially  1%  to  7–9%  39. 









and  c)  younger  children  (3‐7  years)  4  subjects  (Clinical  trials.gov  identifier:  NCT02453477) 
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02453477).  Conditioning  for  the  first  two  cohorts  will  be 
performed with  treosulfan  and  thiotepa  and with  busulfan  for  the  third.  Collection  of  autologous 
HSC  for  adults  and  elderly  children  will  be  collected  from  mobilised  peripheral  blood  (PB)  using 
combination of  granulocyte‐colony  stimulating  factor  (G‐CSF) and plerixafor  (PF) mobilizing agents 
and from BM in young children when mobilisation is not possible. At this point in time, the study has 
concluded  recruitment  for  the  first  two  cohorts  and  has  preliminary  results  for  the  first.  The  1st 
patient, 6 months post‐GT was transfusion independent for 5 months with average VCN 0.7 (in BM 
HPCs), the 2nd patient three month post‐GT have VCN 0.9 (in BM HPCs) whereas for the 3rd patient 
no  data  were  presented  as  is  still  too  early  (59  days  post‐treatment).  However,  overall  patients 
showed good tolerability to the procedure in which good yields of hCD34+ cells were obtained with 
the combinational G‐CSF and PF mobilisation 148.  
 RNA Interference 1.9.4
RNA interference (RNAi) is a conserved mechanism for post‐transcriptional gene regulation, in which 
short  RNA  molecules  convey  sequence‐specificity  for  the  translational  inhibition  (by  miRNAs)  or 
enzymatic degradation (by short interfering RNAs, siRNAs) of target RNAs 149.  
 RNAi mechanism 1.9.4.1




nuclear  RNase‐III‐like  endonuclease Drosha  and  its  co‐factor DGGR8  to  ~70‐nucleotide  (nt)  dsRNA 
molecules known as pre‐miRNAs. Subsequently,  the pre‐miRNAs are exported  from the nucleus  to 
the cytoplasm with the help of exportin 5 in a Ran‐GTP‐dependent manner, containing a stem loop, 
a  phosphate  group  at  the  5’  end  and  2‐nt  3’  overhang.  Then,  the  pre‐miRNA  is  recognised  and 
further  processed  to  an miRNA  duplex  by  an  endonuclease  complex  comprising  the  RNase‐III‐like 
enzyme DICER, the transactivating response RNA binding protein (TRBP) co‐factor and protein kinase 
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the RNA‐induced silencing complex (RISC), which associates with one of the four Argonaute proteins 
(AGO1‐4).  miRNAs  with  central  imperfect  complementarity  preferentially  associate  with  AGO1, 







complementarily,  silencing  is  achieved by mRNA–cleavage  instead. The  specificity of  the miRNA  is 
characterised by the seed sequence, which is situated 2–8 nucleotides from the 5’ end of the miRNA, 
and the presence of target sequences in the 3’ UTR 150.  
Exploiting  the  above  natural mechanism of  gene  expression  regulation,  silencing  of  genes  can  be 
achieved with the delivery of chemically  synthesised exogenous  siRNA that mimic  the structure of 
the  processed  miRNA  duplex  (~22  nucleotides  with  2‐nt  3’  overhang)  but  possess  perfect 
complementarily with  their  intended target mRNA,  therefore  resulting  in mRNA cleavage with  the 
association of AGO2. Even though using siRNAs is a fast and efficient silencing approach, it has three 
major  drawbacks:  a)  siRNAs  have  a  short‐half‐life  (susceptible  to  RNase),  b)  siRNAs  require  an 
efficient delivery system and c) their knock‐down effect will be transient even for siRNA‐derivatives 
with enhanced stability, since the concentration of the siRNA will drop with cellular divisions 150.  









which  includes  the  insertion  of  siRNA  sequences  within  the  sequence  framework  of  a  naturally 











recognised and processed by  the nuclear RNase‐III‐like  endonuclease Drosha and  its  co‐factor DGGR8  to ~70‐nucleotide 
dsRNA molecules known as pre‐miRNAs. Pre‐miRNAs are exported to the cytoplasm by Exportin‐5 and further processed to 
a ~22 bp imperfect miRNA duplex by the DICER/TRBP/PACT endonuclease complex. The one strand of the miRNA, aka guide 
miRNA, directs  the RISC complex  to  the  target mRNA  for  silencing.  Imperfect complementarily of miRNA with  the  target 
mRNA  leads  to  translational  repression, whereas perfect  complementarily, which  is  also achieved with  siRNAs,  results  in 
mRNA  cleavage.  Exogenous  RNAi  can  be  achieved  with  the  expression  of  shRNAs  constructs  either  after  plasmid  DNA 
transfections or  viral  vector delivery.  shRNAs are processed by DICER/TRBP/PACT endonuclease  complex  into  siRNA with 
perfect  complementarily.  Exogenous  RNAi  can  also  be  achieved with  the  direct  transfection  of  synthetic  siRNAs.  Finally, 
shRNA‐miR (not shown) can also be delivered to the cells as plasmid DNA or viral vectors, and shRNA‐miR transcripts follow 
the pre‐miRNA processing pathway. In this case prefect complementarily with the target mRNAs leads to mRNA cleavage. 
shRNA,  short  hairpin  RNA;  miRNA,  microRNA;  pri‐miRNA,  primary  microRNAs;  DICER,  RNase‐III‐like  enzyme;  TRBP, 




thalassaemia.  A  promising  RNAi  target  for  the  reduction  of  disease  severity  in  β‐thalassaemia  is 
excess  HBA  chains,  as  detailed  in  section  1.7.3.4.  After  confirming  the  beneficial  effect  of 
coinheritance of α‐thalassaemia on β‐thalassaemia disease severity in their murine model 154, Voon 
et al., attempted to correct the HBB/HBA chain imbalance by using siRNA against the HBA mRNA in 
vitro  on  differentiated  β‐thalassaemia  murine  primary  erythroid  cells  155.  Using  this  transient 
approach, RNAi of HBA achieved 50% knock‐down of HBA expression compared to normal control 
levels  and  clear  phenotypic  correction  155.  In  the  same  vein,  Xie  et  al  attempted  to  restore  the 
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imbalance of HBB/HBA chain ratio by microinjection of LVs in single‐cell humanized β654 (β+, IVSII‐654 
missplice  mutation,  HGVS:  HBB:c.316‐197C>T)  mouse  embryos,  encoding  an  asRNA  for  the 
restoration of  splicing  and/or  an  shRNA  against HBA mRNA. All  HBA‐targeting  animal models  and 
their offspring indicated a reduction of HBA mRNAs levels by 20–35% and a sustained amelioration 
of haematologic parameters,  ineffective erythropoiesis and EMH 156. The same group delivered the 













targeted  sickling  mRNA.  In  particular,  βs  transcripts  were  reduced  by  74%  and  96%  in  βS/βS 
homozygote  and  β0/βS  compound  heterozygote  patient  cells,  respectively,  whereas  the  HBG 
expression  was  similar  in  samples  transduced  with  or  without  the  anti‐sickling  shRNA  158.  The 
approach  demonstrated  the  feasibility  of  shRNA‐mediated  knock‐down  from  any  LV  expressing  a 
















HBB enhancer; E1–3, HBG  exons; β‐globin Prom, human HBB promoter; HS,  Locus control  region DNase  I hypersensitive 
element;  LTR,  Long  terminal  repeats;  Δgag,  deleted  gag  region;,  RRE,  Rev  responsive  element;  cPPT  (central  polypurine 
tract; PGKprom, phosphoglycerate kinase promoter; DHFR, mutant dihydrofolate reductase cDNA (Methotrexate resistance 
(MTXResistance); AUG, start codon. 
Other  groups  aim  to  correct  the  imbalance  of  HBB/HBA‐like  globin  chains  in  β‐thalassaemia  by 
activation the expression of the endogenous HBG genes, thereby increasing the amounts of HbF. As 
detailed  in  section  1.7.3.3,  genes  have  been  identified  that  are  involved  in  the  regulation  of  the 
foetal‐to‐adult globin switching and for which mutations are linked with the developments of HPFH 




Unsurprisingly,  therefore,  the most  promising  study  to  date  on  RNAi‐based  induction  of  HBG  by 
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 Gene therapy by gene correction 1.9.5
GT  treatments  using  gene  addition have by now proven  successful  in  the preclinical  treatment  of 
countless  monogenic  diseases,  are  being  tested  in  many  clinical  trials  161,  have  already  achieved 
multiple orphan drug designations and have in several instances finally awoken commercial interest 
and achieved approval  for drug marketing  in  the European Union  162. Despite  their promising  and 
successful  application,  these  treatments  still  have  several  inherent  limitations  in  safety  and 
efficiency,  which  have  become  apparent  in  part  through  the  studies  detailed  above  and  which 
prompt  a  continued  search  for  superior,  next‐generation  treatments.  In  brief,  one  of  the  major 
concerns of permanent viral GT  is the risk of  insertional mutagenesis, which might  lead to adverse 
events  by  deactivation  of  tumour‐suppressor  genes  or  activation  of  proto‐oncogenes.  Variable 
expression  levels  or  long‐term  transcriptional  silencing  of  integrated  therapeutic  genes  are  an 
additional and  in part  related concern  that may be addressed by  inclusion of barrier, enhancer or 
insulator  elements  in  the  provirus;  an  approach,  however,  that  is  limited  by  the  packaging 
constraints  of  viral  vectors  and  a  negative  impact  of  these  elements  on  vector  production  and 
stability.  Moreover,  gene  augmentation  for  some  diseases  may  require  the  delivery  of  large 
transgenes,  with  the  70‐exon,  3400‐codon  full‐length  dystrophin  as  an  extreme  example,  which 
often exceed size constraints of suitable delivery vectors and in consequence require compromises 
between  size  and  efficiency  of  the  therapeutic  transgene, with  the  choice  of  size  and  number  of 
βLCR elements as a pertinent example. Gene addition  is unsuitable  for  the  treatment of disorders 
with gain‐of‐function causative mutations,  for which concurrent RNAi  knock‐down of  the aberrant 
gene product would be required. In turn, combinatorial approaches with RNAi or use of RNAi on its 
own  do  not  provide  full  abolishment  of  the  target  gene  expression  and  require  tightly  regulated 





and  controlled modifications  on  the  genome,  providing  stable  long‐term  therapeutic  benefit  and 
allowing correction or primary defects at the source, for gain or loss of function mutations and viral 
infections alike. Gene correction potential was shown in earlier studies, which relied on homologous 
recombination  (HR)  events  that  occurred  at  very  low  frequencies  in  somatic  cells  (10‐6)  164,165.  A 
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providing  overall  frequencies  of  more  than  5%,  and  formation  of  targeted  insertions/deletions 
(INDELs)  by  nine  orders  of  magnitude  166,167.  The  induction  of  targeted  DSB  has  since  played  an 
essential  role  in  the  development  of  more  efficient  genome  editing,  in  combination  with  the 
discovery and invention of the corresponding programmable designer endonucleases. Of these, four 
platforms  have  emerged  as  those  most  frequently  used  for  targeted  DSB  creation,  specifically 
meganucleases  (also  known  as  homing  nucleases),  zing‐finger  nucleases  (ZFNs),  transcription 
activator‐like  effector  nucleases  (TALENs)  and,  as  the  most  recently  developed  and  most  easily 




pathways. DSB  repair  can  be  performed by  two major  pathways,  homology‐directed  repair  (HDR) 
and non‐homologous end  joining (NHEJ)  168. HDR  is a rare and precise pathway that naturally uses 
the homologous sister chromatid as template for accurate correction. As a result, HDR is restricted 
to  the  late‐S/G2  cell  cycle  phases,  when  DNA  replication  is  completed  and  sister  chromatids  are 
available  to  serve  as  repair  templates  169,170.  This  pathway  can  be  exploited  for  the  correction  of 
mutations  or  the  insertion  of  therapeutic  transgenes  at  a  specific  site,  by  providing  as  template 
double strand DNA (dsDNA) or a single strand DNA (ssDNA) with significant sequence overlap (e.g. 
>400‐bp homology arms) with flanking regions of the target site. Transgene insertion may target safe 
harbour  loci,  such  as  the  adeno‐associated  virus  site  1  (AAVS1)  and  the  human  chemokine  (C‐C 




the  cDNA  insertion  site,  while  defects  in  promoter  or  upstream  regulatory  regions  cannot  be 
addressed plus alternative splicing and regulatory function of intronic sequences associated with the 
normal gene expression will not be reproduced (Figure 15) 172.  In contrast to HDR, the NHEJ repair 
















Inversion may also serve the  inactivation of a  target gene, but may  in principle be used to cure  in 
human diseases brought about by chromosomal  inversion, as  is the case for haemophilia A caused 
by  inversion  within  the  Factor  VIII  gene  172.  Even  though  TALENs  and  CRISPR/Cas9  have  become 
more popular than ZFNs in their recent research and preclinical application, mainly due to their easy 
accessibility, ZFNs are as yet the only editing tools to have entered clinical trials. This is the case for 
the  targeting  of  the  CCR5  gene  in  autologous  CD4+  T  cells  from  patients  with  HIV  (clinical  trial 
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 Meganucleases 1.9.5.2






to  the  formation  of  3’  overhangs  which  may  be  more  recombinogenic  for  HDR  than  the  mainly 
5’overhangs which are produced the FokI endonuclease used in combination with ZFNs and TALENs 
178. The major  impediment to wider application of meganucleases in genome‐editing approaches is 




with  the  non‐specific  cleavage  domain  of  FokI  endonuclease,  which  belongs  to  the  IIS  restriction 




specificity  of  one  ZF  domain  affecting  those  of  the  adjacent  ZFs  178–180.  In  general,  DNA  binding 
domains of  ZFNs  range between 9–18 bp, which  confers  high  specificity  to  their  target  sequence, 
with  low  off‐targeting  potential.  ZFN DSB‐formation  produces  defined  4‐  or  5‐bp  5’  overhang  181. 
Even  though  these  tools have proven highly efficient  in genome editing, with one example having 
entered clinical trials (CCR5 ZFN) 177, designing long‐arrays of ZFs in order to achieve unique binding 
specificity  in  the genome despite context‐dependent  interaction of neighbouring ZFs  constitutes  a 
major bottleneck  in  their application  to new targets and  thus  limits  their broader use  for genome 
editing. ZFN are small enough for the packaging of both monomers into a single virion for co‐delivery 
to cells as pairs. Moreover,  since ZFN act as pairs,  their  combined recognition sequence confers  a 
lower risk of off‐target cleavage, which  is a major concern particularly  in the clinical application of 
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 Transcription activator like effector nucleases 1.9.5.4
TALENs  are  artificial  proteins  in which  TALE  DNA  binding  domain  are  fused with  the  non‐specific 
cleavage domain of FokI  endonuclease.  TALEs  are  virulence  factors  found  in  the plant  pathogenic 
bacteria genus Xanthomonas. The DNA binding domain comprises a range of conserved repeats of 
33–35 amino acids, with each repeat responsible  for the recognition of a single nucleotide  179. The 
nucleotide  specificity  is  determined  by  two  hyper‐variable  amino  acids  at  positions  12th  and  13th 
(repeat‐variable  di‐residues  (RVDs)  of  the  conserved  amino  acid  sequence  in  each  repeat.  In 
consequence,  the choice of RVDs determines  the DNA recognition  sequence  in a  clear amino‐acid 
code, NN, NG, NI, and HD preferentially recognising guanine, thymine (T), adenine (A), and cytosine 








been  developed  for  engineering  TALENs,  the  most  accessible  systems  allowing  assembly  of  new 
TALENs  by  standard  cloning  techniques  and  the  use  of  plasmid  libraries  for which  each  construct 
encodes a single TALE repeat. Medium‐throughput assembly methods were developed that rely on 
the  Golden  Gate  cloning  method  and  allow  assembly  of  TALE  multimers  in  single‐tube  reactions 
187,188.  High‐throughput  assembly  platforms  have  also  been  developed,  such  as  the  solid‐phase 





capacity  is  a  challenge  if  not  impossible  for  many  viral  platforms.  Second,  repetitiveness  of  the 
conserved parts of  their  coding  sequence  impairs packaging  in viral  vector, owing  to  the  frequent 












interspaced  short  palindromic  repeat‐associated  nuclease  Cas9  system  is  part  of  the  bacterial 
adaptive type‐II  immune system against  foreign DNA through RNA‐guided cleavage, and consist of 
two RNA  components,  the  CRISPR RNA  (crRNA)  and  the  trans‐activating RNA  (tracrRNA),  and one 
protein  component,  the  CRISPR‐associate  protein  (Cas9)  193.  The natural  immune  response  is  split 
into two events; the memorisation of the invading foreign element (adaptation) and the destruction 
of the element (interference). The adaptation event occurs upon first  infection, when Cas proteins 






In  2013,  two  studies  showed  how  to  successfully  engineer  the  type‐II  CRISPR  system  from 
Streptococcus thermophilus and Streptococcus pyogenes in order to achieve NHEJ‐ or HDR‐mediated 
genome editing  in mammalian cells. This can be done by heterologous expression of the tracrRNA 
and  crRNA  or,  as  described  by Doudna,  Charpentier  and  colleagues  in  2012  for  the  first  time,  by 
expression  of  a  hybrid  single  guide  RNA  (gRNA),  which  encodes  the  customised  crRNA  target 
sequence  in  the  framework  of  the  tracrRNA  sequence  195–197.  As  in  the  case  of  crRNA,  the  gRNA 
contains a 20‐nt guide sequence which  is responsible for CRISPR/Cas9 specificity to the target site. 
The  simplicity  of  the  design  and  development  of  different  CRISPR/Cas9,  as  also  the  possibility  of 
targeting multiple genes at once with the delivery of multiple gRNAs are some of the main reasons 
this  platform  has  become  the  most  popular  genome‐editing  tool  for  a  range  of  biological 
applications  194. As one key  limitation of  the system, completion of DNA cleavage by Cas9  (via  the 
HNH  and  RuvC  nucleases  domain  for  the  sense  and  antisense  strand,  respectively)  after  target 
binding  depends  on  the  presence  of  a  protospacer‐adjacent  motif  (PAM)  sequence  immediately 
downstream of the target site. Only when Cas9 and sgRNA successfully bind to both PAM and target 
sequence  is  Cas9  activated  and  cleaves  the  target  DNA.  Each  Cas9  protein  has  a  specific  PAM 












One  of  the  major  concerns  for  the  use  of  programmable  nucleases  is  their  off‐target  cleavage 
potential,  in particular for CRISPR/Cas9, which acts as monomer and therefore poses a greater the 
risk than ZFN and TALENs. Increased off‐targeting is associated with increased toxicity in edited cell 
populations  190  and  moreover  raises  the  same  concerns  over  potential  adverse  events  as  the 
potential  of  insertional  mutagenesis  for  gene‐addition  approach.  CRISPR/Cas9  specificity  can  be 
increased with  the  use  of modified  Cas9  nickases  in  which  the  HNH  or  RuvC  nuclease  domain  is 
inactivated,  requiring  dimeric  action  in  order  to  achieve  a  DSB  201.  In  an  attempt  to  adopt  the 
benefits of FokI dimerisation activity, a hybrid inactivated Cas9 protein fused with the FokI cleavage 
domain  has  been  developed,  Cas9‐Fn, which  has  higher  specificity  than  the wild‐type  Cas9  202.  In 
addition,  reducing  the  length  of  complementarity with  the  target  sequence  from  20  bp  to  17  bp 






minimises  their  exposure  to  gDNA  and  potential  off‐target  sites.  In  line with  this,  off‐targeting  is 
directly dose dependent 178.  
 Application Emphasis on Thalassaemia 1.9.5.7






HDR‐mediated  repair  of  the  mutation  and  NHEJ‐mediated  disruption  of  the  aberrant  splice  site 
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would  be  repair  options, with  greater  precision  of  the  former  and  higher  efficiency  of  the  latter. 
Gene  correction  is  the  definitive  personalised  medicine  approach.  More  universally  while  less 
efficient  in  the  individual,  the  same  tools  could  be  applied  to  activate  endogenous HBG,  e.g.  by 
disabling HBG repressors or downstream promoters on the HBB locus. It has recently been shown in 




templates are hindered by  the  relatively  low  frequencies of HDR compared  to NHEJ. However  the 
therapeutic potential of accurate gene correction  in cells may still be exploited for β‐thalassaemia, 
regardless  of  potentially  low  efficiencies,  since  based  on  previous  allogeneic  BMTs  a  mixed  BM 
chimerism of 20% is sufficient for transfusion independence. This is due to the survival advantage of 
healthy/corrected  compared  to  thalassaemic  erythrocytes.  208,209  In  addition,  Voit  et  al. 
demonstrated a different approach for HBB gene correction by TALEN‐mediated targeted integration 
of  the HBB  cDNA with  approximately  20%  efficiency  at  the  endogenous HBB  start  codon  in  K562 
erythroleukaemia  cells  210.  Gene  correction  of  the  HBB  gene  was  also  achieved  in  induced 
pluripotent  stem  cells  (iPSCs)  for  β‐thalassaemia  and  SCD.  In  particular,  Ma  et  al.  corrected  the 
mutation in iPSCs from thalassaemic patients compound heterozygous for the HBBIVSII‐654 (β+, HGVS: 








studies,  piggyBac  transposons were  used  to  allow  seamless  removal  of  the  selection  gene  and  in 
order to improve upon Cre‐Lox‐based removal of resistances, which leaves a footprint of the ectopic 














using  ZFNs mRNA  and  delivery  of  donor  DNA  template  by  an  integrase‐deficient  lentiviral  vector 
(IDLV)  or  as  short  oligonucleotide  DNA.  Subsequent  transplantation  of  the  corrected  cells  into 
NOD/SCID/IL2rγnull mice gave markedly reduced gene correction levels 16 weeks post‐engraftment in 
spleen and BM, 217, suggesting that HDR mediated‐genome editing  is not efficient  in the  long‐term 
HSC  subpopulation.  This  finding  is  in  agreement  with  previous  work  by  Genovese  et  al.,  who 
achieved significant HDR‐mediated correction of X‐linked severe combined immunodeficiency also in 
LT‐HSCs  by  improving  tolerability  of  LV  treatment  through  modified  transduction  and  culture 






β‐Thalassaemia,  as  detailed  in  section  1.7.3,  is  caused  by more  than  400 mutations  affecting  the 
synthesis  of  functional  HBB  chains  at  different  stages  of  expression  :  at  the  transcriptional, 
posttranscriptional RNA processing or translation stage 56. The type of the mutation (β0 ,β+ and β++) 
in combination with disease modifiers  (see section 1.7.3.3)  is  responsible  for  the wide range of β‐
thalassaemia phenotypes (major, intermedia and minor) for which each thalassaemia patient ought 
to  receive  specific  treatment  in  order  to  warrant  the  best  possible  outcome,  be  it  of  disease 
management or of curative therapy, such as GT 56. For example, a GT protocol optimised in order to 




by Breda et  al. where differentiation  of  erythroid  progenitor  cells  from β0/ β+  and β+/  β+  patients 
transduced with AnkT9W LV (VCN 0.6 ≤), a HBB‐expressing LV with an erythroid‐specific ankyrin 5’ 
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β0/ β0, and if this observation is to be taken into account during treatment, it will help minimise the 
risks  of  insertional  mutagenesis  or  avoid  full  chemical  myeloablation  114.  Development  of 
personalised GT could  further optimise  the safety and efficiency of GT tools, especially  in patients 
where the efficiency of gene‐therapeutic correction of disease parameters in not increased in a VCN‐
dependent manner, thus indicating the relevance of additional, patient‐specific factors 114,222. 
The  aim  of  my  PhD  project  is  the  development  of  a  personalized  GT  for  patients  with  specific 
mutations  that  lead  to  the  production  of  persistent,  non‐functional  mRNA,  such  as  the  common 
HBBIVSI‐110(G>A)  (IVSI‐110)  mutation,  following  two  different  approaches,  a)  via  RNAi‐based  gene 
silencing, possible in combination with gene addition and b) via genome editing. Necessary for both 
approaches  is  the  development  of  IVSI‐110  model  cell  lines,  for  the  establishment  of  a  proof  of 
concept of our hypothesis  and  the  shortlisting of  candidate  therapy  tools  before moving  to more 
laborious  and  costly  analyses  in  patient‐derived  CD34+  cells.  Therefore,  we  need  to  produce 
transgenic  murine  erythroleukaemia  cell  lines  (MEL)  holding  the  mutant  version  of  the  HBB 
expressing MA821  vector  (MEL_MA821_HBBnormal)  and  its mutant  derivative  (MEL_MA821_HBBIVSI‐
110)  at  average  VCN  ~2  and  clones  with  defined  VCNs,  e.g.  VCN  1,  after  two  rounds  of  clonal 
selection.  These  lines will  allow  the  analysis  of  RNAi  or  genome‐editing  action without  additional 
endogenous targets and without a background expression of human HBB, with the matching MA821 
line  allowing  the  comparison of  expression  levels  achieved  to  those approximately  expected  from 
the normal human HBB  locus. Hand  in hand with our mRNA‐species‐specific  therapy approach we 
also  need  to  develop  an  accurate  and  sensitive  quantification  method  (e.g.  multiplex  reverse 
transcription  quantitative  polymerase  chain  reaction  (RT‐qPCR))  for  the  discrimination  and 
quantification  of  the  aberrant  and  normal  HBB  mRNA  variants.  Using  the  novel  and  already 
established  quantitative  methods,  functional  characterisation  of  the  transgenic  cells  lines  at  a 




222,223. While  IVSI‐110  transcripts  are  NMD  targets,  their  abundance might  exceed  a  performance 
threshold of NMD surveillance, which requires a first round of translation for the recognition of PTCs 
60,86,224.  The  above  study  by  Breda  et  al.  also  showed  that  in  contrast  to  the  β0/β0,  erythroid 
progenitor cells from IVSI‐110 β+/β+ and β+/β0 patients did not exhibit vector‐dependent increases of 
HbA  levels after T9W LV transduction, even  though high  transcription  levels of  the HBB  transgene 
were  detected  222,223.  This  led  them  to  the  hypothesis  that  IVSI‐110  mRNA  is  stable  enough  to 
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(cd39)  cells  222,223.  In  line  with  this,  Breda  et  al.  also  highlighted  the  need  of  careful  pre‐clinical 
investigation  of  the  genetic  background  of  the  patients  and  the  response  of  their  cells  to  the 





Our  final  therapeutic model  includes  the  construction of  a modified  version of  the GLOBE vector, 
MA821‐T87Q, in analogy to the approach taken by Samakoglu et al., where IVSI‐110‐specific shRNAs 
will be co‐expressed with the vector‐derived human T87Q‐HBB from within the same transcription 




clonal  cell  line mentioned  above,  initially  by  delivering  only  IVSI‐110‐specific  shRNAs with  pLKO.I‐
based  LVs,  in  which  shRNA  expression  is  driven  by  the  constitutive  RNA  pol3  U6  promoter. 
Subsequently  to  the  establishment  of  the  proof  of  principle  on MEL MA821  HBBIVSI‐110  transgenic 
cells, we will evaluate the therapeutic advantage of IVSI‐110‐targetting shRNAs for the treatment of 
IVSI‐110  patient‐derived  hCD34+  cells,  alone  or  in  combination  with  the  MA821  (GLOBE)  LV  132. 
Validation  of  our  hypothesis  could  have  an  essential  impact  on  the  development  of  optimised 
personalised  GT,  with  numerous  potential  applications  for  similar  β‐thalassaemia  mutations  that 






the  restoration  of  correct  splicing  via  genome editing  by  disrupting  the mutated  nucleotide  using 
state‐of‐the‐art  programmable  nucleases  (TALENs  and  RGENs)  and  exploiting  the  common  and 
efficient  NHEJ  repair  pathway.  We  believe  that  disruption  of  the  aberrant  SA  site  and/or  the 
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adjacent  sequences  will  shift  pre‐mRNA  processing  by  the  spliceosome  towards  the  use  of  the 
normal SA site and lead to splice restoration.  In order to achieve a targeted disruption of the IVSI‐





HBBIVSI‐110  cell  lines,  where  evaluation  of  splice  restoration  on  TALEN‐  and  RGEN‐edited  bulk 
populations will  be  assessed  relative  to  both,  the non‐edited  cells  and  the MEL_MA821_HBBNormal 
counterpart transgenic cell line. In addition, we will perform full characterisation of the TALEN‐ and 
RGEN‐induced INDELs and correlate the type of INDEL with functional data for splice restoration in 




will  provide  a  more  stable  and  effective  correction  of  β‐thalassaemia,  compared  to  gene‐
augmentation approaches, since (for designer nucleases with optimised target specificity) insertional 
mutagenesis is avoided and HBB expression is still under regulatory control of the endogenous HBB 



















All  molecular‐biology  techniques  were  performed  based  on  kit  manufacturer’s  instructions  or 
according  to  Sambrook et al.  2001  226.  These  techniques  include gDNA extraction  and purification 
from  eukaryotic  cells  (Flexi  Gene  DNA  Kit  and  Mini  Blood  DNA  extraction  kit;  Qiagen,  Hilden, 
Germany)  quantification  of  DNA  quantity  and  quality  by  spectrophotometry  (ND‐1000,  Thermo 
Fisher Scientific  Inc., MA, USA),  enzymatic  reactions  such as  restriction enzyme digest, polymerase 
chain  reaction  (PCR),  ligations  (all  New  England  Biolabs,  NEB,  Frankfurt am Main,, Germany), 
preparation and transformation of DH5αTM and One Shot® TOP10 chemically competent E coli cells 
(InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific), Turbo chemically competent cells (NEB) and XL10‐Gold ultra‐
competent  cells  (Agilent  Technologies,  Santa Clara, USA),  bacterial  culture,  column‐based plasmid 
DNA  purification  from  bacteria  (NucleoBond  Xtra  Midi/Maxi  kit,  Macherey‐Nagel  GmbH,  Duren, 





0.2–0.5 μg/μL ethidium bromide  (EtBr). DNA samples were mixed with  loading dye  (Bromophenol 







 Genomic DNA extraction using Flexi Gene 2.3.1
Genomic  DNA  extraction  from  transduced  or  genome  edited  MEL  cells  was  performed  using 









at  10  000  x  g  for  3  minutes.  Genomic  DNA  pellet  was  left  to  air  dry  for  5–10  minutes  before 
dissolving it in 200 μL of FG3 hydration buffer. 
 Genomic DNA extraction using QIAmp DNA Mini Blood kit  2.3.2
Genomic DNA  from genome edited cells destined  for T7E1 assay was extracted using QIAmp DNA 
mini  blood  kit  (Qiagen),  according  to  manufacturer’s  instructions.  Briefly,  0.5–5  x  106  cells  were 
suspended  in 200 μL  PBS  supplemented with  20 μL Proteinase K  and  4 μL RNase A  (100 mg/mL). 
Then, 200 μL of AL lysis buffer was added to the samples, mixed by pulse‐vortexing for 15 seconds. 




buffer were  removed with  a  centrifugation  at  20  000  x  g  for  1 minute.  Elution  of  the  gDNA was 
achieved  by  loading  50–100  μL water  to  the  columns,  1 minute  incubation  at  room  temperature 
(RTemp) and final centrifugation at 6 000 x g for 1 minute. 
 Plasmid DNA extraction 2.4
 Mini preps (Isopropanol / EtOH purification protocol) 2.4.1
Bacterial  pellets  were  collected  by  centrifugation  of  a  1  mL  aliquot  of  culture  at  17  600  x  g 
(maximum  speed)  for  30  seconds  in  a  microcentrifuge.  Pellet  was  re‐suspended  in  250  μL  re‐
suspension buffer 1  (50 mM Tris, 10 mM EDTA). With  the addition of each buffer, mix of  samples 
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Briefly,  bacterial  pellets  from  250  /  500  mL  cultures  were  re‐suspended  in  re‐suspension  buffer, 
supplemented  with  RNase  A,  and  lysed  by  addition  of  lysis  buffer,  mixed  gently  by  five‐times 









RNA  extraction  from  transduced  or  genome  edited  MEL  or  human  CD34+  progenitor  cells  was 
performed  using  the  Trizol  kit  (Invitrogen,  Thermo  Fisher  Scientific)  according  to  manufacturer’s 





to  a  1.5 mL  RNase‐free mini‐tube.  RNA was  then  precipitated  by  addition  of  0.5 mL  isopropanol, 
incubation  for 10 minutes at RTemp and centrifugation at 12 000 x g  for 10 minutes at 4  °C. RNA 
pellets were then washed twice with cold 75% EtOH and centrifugation at 12 000 x g for 10 minutes 
at  4  °C.  RNA  was  allowed  to  air‐dry  for  10 minutes  and  dissolved  in  50  μL  of  RNase‐free  water 
(Sigma‐Aldrich).  RNA  pellets  were  completely  dissolved  by  incubation  of  samples  at  65  °C  for  10 
minutes. 
 General cloning procedure 2.6
All  the new plasmid  constructs produced  in  this project were made by  following  standard  cloning 
procedures as described below. Positive colonies were confirmed by appropriate restriction enzyme 
digestion and sequencing, expanded and cryopreserved. 
 DNA digestion by restriction endonucleases 2.6.1
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the restriction enzyme of choice (2–10 units/μL) and made up to a 20 μL final volume with water. 
Bovine  serum  albumin  (BSA)  was  added  to  the  reaction  when  recommended  by  manufacturer. 
Restriction digest was performed at the optimal temperature of each enzyme for 30 minutes and if is 
necessary, followed by heat‐inactivation of the enzyme, as recommended by manufacturer. 
 Blunting ends using T4 DNA polymerase 2.6.2






μΜ dNTPS. The reaction was  incubated at 12  °C  for 15 minutes,  supplemented with 10 mM EDTA 
and heat‐inactivated at 75 °C for 20 minutes. 
 De‐phosphorylation of vector backbone 2.6.3
Dephosporylation of 5’‐ends of DNA was performed using Antarctic phosphatase (NEB) according to 
manufacturer’s instructions. Briefly, 1/10 volume of 10x Antarctic phosphatase buffer was added to 




 Extraction of DNA fragments 2.6.4
Digested DNA was separated by agarose gel electrophoresis for extraction of fragments of  interest 
with  the  NucleoSpin®  Gel  and  PCR  Clean‐Up  Kit  (Macherey‐Nagel  GmbH)  according  to 
manufacturer’s  instructions.  Briefly,  excised  DNA‐containing  agarose  gel  bands  were  lysed  in  NTI 
buffer at 55  °C  for 10 minutes,  loaded onto  the  silica‐based membrane column, washed and DNA 
fragments eluted with 30 μL of 5 mM Tris/HCl, pH 8.5 buffers.  
 Production of inserts by oligo‐annealing 2.6.5
Small inserts with specific ends (blunt ends, specific 3’ or 5’ ends) were produced by oligo‐annealing. 
Initially  insert  sequences  were  synthesised  by  Metabion  (Steinkirchen,  Germany)  as  two 
complementary  oligo‐nucleotide  strands  (forward  and  reverse) with  the  appropriate  extension on 
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their  5’  or  3’  end,  based  on  the  desired  type  of  overhang  or without  extension  if  blunt  ends  are 
needed  (Table  23).  Annealing  of  the  oligonucleotides  pairs  resulted  in  formation  of  the  double 
strand insert with the overhangs of our choice. The oligo‐annealing consisted of a mixture containing 
100μM of each forward and reverse oligonucleotide, 1x NEB buffer 3.1 and made up to a 50 μL final 




The molar  concentration  of  DNA  fragments was  quantified  by  gel  electrophoresis  based  on  band 
intensities  compared  to  DNA  standards  and  fragment  sizes,  using  ImageJ  software  for  image 
analysis. In general, ligations were performed using Quick Ligase (Roche, Basel, Switzerland), and T4 
Ligase  (NEB)  with  two  vector:insert  ratios  of  1:3  and  1:6,  according  to  the  manufacturer’s 
instructions. 
 Cloning oligonucleotides into pLKO.I vector 2.6.7
Oligonucleotides were  designed  according  to  published  guidelines  of  the  RNAi  consortium  library 
(http://www.broadinstitute.org/rnai/public/resources/protocols)  for  expression  of  shRNAs  under 
RNA pol3 promoters and inserts were produced by oligonucleotide annealing as described in section 
2.6.6. Annealed oligonucleotides were specifically designed to create compatible ends for EcoRI (5’) 
and  AgeI  (3’)  restriction  sites.  The  pLKO.I_shRNA  expression  vector  was  prepared  to  receive  the 
desired  oligonucleotides  by  digestion  with  EcoRI  and AgeI  to  remove  the  “Stuffer”  fragment  and 




agar  plates  containing  100  μg/mL  ampicillin  and  identity  confirmed  by  appropriate  restriction 
enzyme digestion and sequencing (Seq_U6_FW primer, Table 22), expanded and cryopreserved. 
 TA TOPO cloning: Production of pCR2.1HBB cDNANormal and pCR2.1HBB cDNAAberrant 2.6.8
constructs 











ng/μL),  1 μL of  10x  ligation buffer,  1 μL T4 DNA  ligase  (4 Weiss units)  and made up  to 10μL with 
water. The ligation reaction was allowed to take place overnight (~12 hr) at 14 °C. Then, 2 μL of the 
ligation products were used for the transformation of OneShot competent bacteria, as described in 
section 2.17.3,  from which positive clones were  selected on  LB agar plates  supplemented with 50 
μg/mL  of  kanamycin  or  100  μg/mL  ampicillin.  Positive  colonies  were  confirmed with  appropriate 
restriction enzyme digestion and sequencing, expanded and cryopreserved. 
 Mutagenesis to generate the MA821 HBBIVSI‐110 (G>A) LV 2.6.9
Insertion of the HBBIVSI‐110 (G>A) mutation in the MA821 LV (GLOBE) construct was performed using the 
QuikChange  Lightning  Site‐Directed Mutagenesis  Kit  according  to  the manufacturer’s  instructions 
(Agilent  Technologies).  Briefly,  specific  mutagenic  oligonucleotides  (IVS1‐110_Mut_  FW  and  RV) 
were  designed  according  to  manufacturer’s  recommendations  (25–45  bp  with  a  melting 
temperature >=78 °C) harbouring the HBBIVSI‐110 (G>A) mutation (see Table 22). Primers were diluted to 
working  concentrations  (125  ng/μL).  Mutagenesis  reactions  was  prepared  at  50  μL  final  volume, 
comprising  1x  reaction  buffer,  100  ng  of  each  primer,  1  μL  of  dNTPs mix,  1.5  μL  of  QuikSolution 
reagent,  25  ng  plasmid  DNA  (MA821)  and  topped‐up  with  water,  before  the  addition  of  1  μL  of 
QuikChange Lighting enzyme. Mutagenesis reaction cycle conditions start with denaturation at 95 °C 




















DNA  sequencing  products were  purified  using  Performa® DTR Gel  Filtration  Cartridges  Performa® 
DTR  Gel  Filtration  Cartridges  (Edge  Biosystems,  Maryland,  USA),  according  to  manufacturer’s 
instructions. Sequencing results were analysed on a Hitachi 3031xl Genetic Analyzer with Sequence 
Detection Software version 5.2 (Applied Biosystems, MA, USA). 
 Construction  of  specific  genome  editing  designer  nucleases  and  dsEGFP 2.8
reporters 
  Creation of specific transcription activator like‐effector nucleases (TALENs) 2.8.1
Transcription  activator  like‐effector  nucleases  (TALENs)  were  assembled  using  the  Golden  Gate 
assembly  platform  kit  with  the  four  modified  Level  III  destination  vectors  to  express  functional 
nuclease monomers as described 227. The target sequences were chosen to fulfil the two main TALEN 
pair  designing  rules:  a)  optimal  spacer  between  the  two  TALEN  monomers:  12–15  bp  and  b) 
thymidine  (T)  should  precede  the  18‐nt  target  sequence.  Based  on  the  above  requirements  we 
designed  two  TALEN  pairs  that  target  the  region  adjacent  to  the  HBBIVSI‐110(G>A) mutation,  two  left 
monomers (HBB TALEN L1 and L2) and a common right monomer (HBB TALEN R1). In addition, three 
modified versions of the HBB TALEN R1 monomer, R2, R3 and R4, were prepared, in which specificity 
for  the binding  sequence was  increased by  substituting 2, 4 and 6 NN RVD modules,  respectively, 
which are able to bind to guanine and adenine with NK RVD modules, which preferentially bind only 
guanine  but with  lower  affinity  182.  A  schematic  representation  of  designer  nucleases  is  shown  in 
(Results Figure 47). The sequences of the TALEN RVDs are shown in Table 1. Generally, the Golden 
Gate custom assembly method of TALEN monomer constructs  is completed  in two cloning rounds. 
The  assembly  method  is  based  on  Type  SII  restriction  enzyme  sites,  BsaI  and  BpiI,  where  the 
cleavage of DNA occurs on a different site than the DNA restriction site creating 4 bp overhangs. This 
allowed the development of a plasmid library kit, in which the TALE modules (RVD) are designed to 
create  unique  overlapping  overhangs  according  to  their  position  on  the  TALE  repeat  allowing  the 
formation of pre‐designed long arrays for TALENs 187,227. The library consists of 80 Level I constructs, 
three Level II (A5, 5B and BC) and four Level III AC vectors, holding the last 0.5 RVD half repeat (HD 
or NG or NI  or NK).  Briefly,  the  appropriate  Level  I  constructs, which  encode  the  TALE  repeat  for 
specific RVD (Figure 16), were chosen from a library based on their position on the TALE repeat and 
were cloned  in three Level  II vectors (A5  (1–5 repeats), 5B  (6–10 repeats) and BC (11–17 repeats), 
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each  in  three  independent  BsaI  cut/paste‐ligation  reactions.  BsaI  cut  /  paste  ‐  ligation  reaction 
includes: digestion at 37 °C for 5 minutes, ligation at 20 °C for 5 minutes), followed by 10 minutes at 
50  °C  and  a  10  minute  80  °C  heat  inactivation  step.  The  cut  (BsaI)  /  paste  ‐  ligation  reaction 
comprises 1 μL Level  II vectors  (150 ng/μL), 1 μL  from each Level  I module (80 ng/μL), 1.5 μL BsaI 
(NEB), 0.5 μL T4  ligase  (NEB), 2 μL  ligase buffer and  top up  to 20 μL with water. Constructs were 
transformed into DH5α E coli competent cells, as described in section 2.17.3 and plasmid DNA was 
extracted  from  positive  (spectinomycin  resistant)  colonies.  All  Level  II  constructs  confirmed  by 
restriction test digestion with Bpil expected bands: A5:~500bp 5B: ~650bp BC: ~750bp, were cloned 
together  to  the  final  Level  III  destination  vector  (AC)  with  a  second  round  of  cut/paste‐ligation 
reactions as describe above, using BpiI as restriction digest enzyme, 3 μL of each Level II constructs 








(http://web.expasy.org/translate/),  from  which  the  correct  order  of  the  RVD  of  each  TALEN 
construct was confirmed. Expression and integrity of the TALENs were confirmed by immunoblots of 
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Figure 16: GoldenGate TALEN assembly platform.  
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to  create compatible overhangs  for BsmBI  restriction  sites  (Table 23). The pLML3636 gRNA vector 
was prepared by restriction digestion with BsmBI and gRNA annealed products were ligated into the 
vector. DH5α competent bacteria were transformed with  ligation products, as described  in section 
2.17.3  and  grown  on  LB  agar  plates  with  ampicillin  selection.  Positive  clones  were  confirmed  by 
sequencing  with  CMV  FW  primer  (Table  22).  A  schematic  representation  of  the  HBBIVSI‐110  RGEN 
target sequence is shown in Figure 47 in result section. Sequences of gRNAs are shown in Table 28. 
 Production of HBBIVSI‐110 dsEGFP reporter construct 2.8.3
The  HBBIVSI‐110  dsEGFP  reporter  construct  was  used  for  the  assessment  of  targeted  disruption 
efficiencies of HBBIVSI‐110 specific designer nucleases using a plasmid‐based assay via flow cytometry. 
The  target  binding  sequence  was  inserted  between  the  ATG  and  the  5’‐end  of  a  destabilized 
enhanced green fluorescent protein (dsEGFP) gene into the plasmid pLV.CMV.dsEGFP 228. The HBBIVSI‐
110  insert  was  prepared  by  oligonucleotide  annealing,  which  were  specifically  designed  to  create 
compatible  5’  overhangs  for  PacI  and  AgeI  restriction  sites  (Table  23).  pLV.CMV.dsEGFP  reporter 
plasmid was prepared by digestion with PacI and AgeI restriction enzymes and ligated to annealed 
oligonucleotides  containing  the  HBBIVSI‐110  mutation.  DH5α  competent  E.  coli  cells  were  then 
transformed with ligation products as described in section 2.17.3 and grown on LB agar plates with 







 AmpliTaq GOLD PCR reaction 2.9.1
AmpliTaq Gold PCR reaction was used for the production of PCR products with deoxy‐adenosine (A) 
at  the 3’ end of  the PCR products making  them suitable  for cloning  into  the TA plasmid vector as 
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 Phusion Polymerase PCR reaction  2.9.2
Phusion PCR reactions were used for the production of blunt‐ended PCR products for their cloning to 






 Silica‐based PCR purification Qiagen Kit (Sequencing and T7E1 assay) 2.10.1
PCR  products  destined  for  Sanger  sequencing  or  T7E1  assay  were  purified  using  the  Qiagen  PCR 




17 900 x  g  followed by a  second centrifugation  to  remove  residual PE buffer.  Finally,  25–50 μL of 
HPLC grade water was added to the centre of  the QIAquick membrane,  incubated  for 1 minute at 
RTemp and the PCR products eluted into a new 1.5 mL microfuge tube with 1 minute centrifugation 
at 17 900 x g. 







made  up  with  water.  Samples  were  mixed  and  incubated  for  30  minutes  at  37  °C  and  heat‐
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 Assessment of targeted disruption efficiency on the genomic DNA level (T7E1 2.11.1
Assay) 
Specific  primer  pairs  were  designed  to  amplify  the  genomic  region  encompassing  the  target 
sequence  (HBB,  HBD  and  CCR5)  of  the  designer  nucleases  using  the  optimized  annealing 
temperature  for  a  clear  single  PCR  product  (Table  1).  Note:  the HBD  locus was  used  to  evaluate 
possible  off  target  effects  of  the HBB  specific  designer  nucleases.  In  general  PCR  products  of  the 
locus of  interest were denatured and  re‐annealed.  In  re‐annealed PCR products  from the genome 
edited  population,  normal  and  edited  products  form  dsDNA  with  single‐strand  loops 
(heteroduplexes) due to low homology with the INDELs at the site of DSB. These loops constitute a 
substrate  for  cleavage  by  T7  endonuclease  1  (T7E1)  enzyme  (NEB)  leading  to  the  production  of 
smaller  sized  products.  Samples  treated  T7E1  (+)  are  resolved  by  agarose  gel  electrophoresis  in 
parallel with the samples without T7E1 treatment (‐) and based on the band densities quantified by 
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    T7E1     




















T7E1  assay with  agarose  gel  electrophoresis  was  used  for  the  assessment  of  targeted  disruption  efficiencies  of  specific 
designer nucleases (TALEN or RGEN). Heteroduplex of PCR products without (‐) and with (+) T7E1 treatment were resolved 
on agarose gels and bands densities quantified with Image J software. This was achieved by measuring the raw integrated 
intensities of a defined region. Percentage of cleavage  in each  lane was calculated after subtracting  first  the background 







GCB1 FW / HBB EX2.2 RV  HBB IVSI‐110  68  432 
GCB1 FW / 109 RV  HBB IVSI‐110  69  542 
GCB1 FW / HBD EX2.1 RV  HBD of Homologous region of HBB IVSI‐110(G>A) site  68  431 
CCR5 FW /CCR5 RV  CCR5  60  292 
 Assessment of targeted disruption efficiency on HBBIVSI‐110‐GFP reporter construct 2.11.2
(flow cytometry) 
Targeted  disruption  efficiency  of  the  HBBIVSI‐110  specific  designer  nucleases  was  assessed  by  flow 
cytometry using the pLV.CMV.HBBIVSI‐110 dsEGFP reporter plasmid (section 2.8.3). The HBBIVSI‐110 GFP 
reporter construct was designed to hold the HBBIVSI‐110 target sequence in‐frame upstream from the 
dsEGFP  cDNA  sequence.  Disruption  of  the HBBIVSI‐110  target  sequence  by  specific  TALENs  or  RGEN 













 DNase I treatment 2.12.1






 Quantification of mRNA expression by RT‐qPCR  2.12.2
Gene  expression  quantification  was  performed  in  a  two‐step  reverse‐transcription  qPCR.  First, 




consisting  of  2.5  μM  random  hexamers,  0.4  U/μL  RNase  inhibitor,  500  μM  deoxyribonucleotides 
(dNTPs), 5.5 mM MgCl2, 1 x TaqMan buffer and 1.25 U/μL MultiScribeTM Reverse Transcriptase. RT‐
PCR cycle conditions began with 10 minutes at 25 °C (primer binding), 30 minutes at 48 °C (reverse 
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 SYBR Green method 2.12.2.2.1
Relative  quantification of  expression of human HBB  and murine Hba1/2 was  achieved using  SYBR 
Green  I chemistry containing a ROX passive reference dye  (Applied Biosystems) and 2‐Δ(ΔCt) analysis 
method using murine Actb expression as a housekeeping reference gene relative to the non‐treated 
controls.  Similarly,  HBB  expression  can  be  measured  relative  to  the  degree  of  cell  erythroid 
differentiation, using Hba1/2 expression as a reference. This approach was specifically used for the 
normalization of  absolute quantities of  the  two HBB  variants, normal and aberrant,  (measured by 





























qPCR  using  a  plasmid‐based  calibration  standard  curve  employing  known  quantities  of 
pCR2.1_HBB_cDNAnormal_cDNAaberrant  (1x10‐1, 1x10‐2, 1x10‐3, 1x10‐4 and 1x10‐5 ng which corresponds 
to  2.01x105,  2.01x104,  2.01x103,  2.01x102  and  2.01x101 molecules,  respectively).  Briefly, multiplex 
PCR reactions is consisted with 6.25 μL of 2x Qiagen multiplex master mix (Qiagen), 900 nM of each 
primer (HBB EX1_FW_3 and HBB EX2_RV_1), 250 nM of each specific probe (IVSI‐110_MGB_VIC and 




Based  on  the  plasmid  standard  curve,  absolute  quantities  of  each  variant mRNA were  calculated 
leading  to  the  assessment  of  the  percentage  of  each  variant  in  the  total  population  as  also  the 
percentage  difference  of  each  variant  relative  to  non‐treated  –ve  controls.  Specifically  for  the 
correlation of particular INDELs with splicing restoration at the clonal level of MEL MA821 HBBIVSI‐110 
VCN1, we normalised  the  absolute quantities of  the  two HBB  variants measured by multiplex RT‐
qPCR,  on  relative  quantities  of  total HBB  expression measured  comparative  to  the  degree  of  cell 
erythroid  differentiation  using  the  2(‐ΔΔCt)  method  described  above  (section  2.12.2.2.1)  in  which 
murine Hba1/2 mRNA  is  used  as  a  reference.  In  this way,  absolute  quantities  of  each  variant  are 
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Table 2: Primer and probe combination and annealing temperatures for RT‐qPCR. 














exon  1  /  exon  2  junction  site  of  a  correctly  and  aberrantly  spliced mRNA  were  prepared  by  TA‐
cloning (section 2.6.8). In order to increase accuracy of the standard curve, cDNAAberrant fragment was 
cloned  from  pCR2.1_HBB_cDNAAberrant  to  the  pCR2.1_HBB_cDNANormal  construct  in  the  same 
orientation. First, EcoRV and XhoI restriction sites were incorporated into the cDNAAberrant fragment 
via Phusion PCR of the pCR2.1 HBB cDNAAberrant construct using IVSI‐110_Cloning FW and RV primers 
(Table  22).  Then,  restriction  digests  of  both  HBB_  cDNAAberrant  PCR  product  and 
pCR2.1_HBB_cDNANormal  construct  with  EcoRV  and  XhoI  followed  by  standard  cloning  procedures 
(ligation  /  transformation;  section  2.6.6)  gave  the  pCR2.1_HBB_cDNANormal_cDNAAberrant  construct, 
which was  confirmed  by  Sanger  sequencing  using M13_Fw  primer  (Table  22).  A  series  of  10‐fold 
serial  dilutions  of  pCR2.1_HBB_cDNANormal_cDNAAberrant  of  known  concentration  (0.1,  0.01,  0.001, 
0.0001,  00001  and  0.000001  ng/μL  corresponding  to  2.01x106,  2.01x105,  2.01x104,  2.01x103, 
2.01x102 and 2.01x101 molecules/μL, respectively) were made and from which 2 μL were loaded per 
reaction.  For  the preparation of  the  above  standard  curve plasmid mass was quantified using  the 
following formula:  
m = s x (1.096‐21)  




for  initial  and  final,  accordingly.  Each  SC  dilution  was  assayed  in  triplicate.  In  addition,  external 
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for the re‐quantification of the data from samples that were run with a two construct SC in 1:1 ratio 
(pCR2.1  HBB  cDNANormal  and  pCR2.1  HBB  cDNAAberrant),  which  subsequently  was  shown  to  be  not 
accurate  (Figure  21).  Importantly,  in  order  for  the  comparison  of  the mRNA  quantities measured 
with the external SC equations in treated samples and non‐treated negative controls to be valid, all 





where  (y)  represents  the  quantities  of  the  corresponding mRNA  variants  and  (x)  the  observed  Ct 
values of each samples. 
 Protein Analysis  2.14
 Preparation of protein samples for SDS PAGE electrophoresis 2.14.1
Cells were lysed for 20 minutes on ice in radioimmunoprecipitation (RIPA) lysis buffer supplemented 
with protease  inhibitor  (Roche, Basel,  Switzerland)  at  a  cell  concentration 1  x 106  cells/10 μL.  Cell 
lysates were centrifuged at maximum speed for 10 minutes at 4 °C and the supernatant transferred 
to  new  1.5  mL  mini‐tubes.  Equal  volume  of  2  x  sample  buffer  was  added  to  the  proteinaceous 
supernatants.  Before  loading  samples  on  polyacrylamide  gels,  samples  were  denatured  for  5 
minutes  at  100  °C.  Protein  extracts  from  0.5–1  x  106  cells  were  resolved  in  parallel  to molecular 






   12%  15%    
dH2O   3.44 mL   2.84 mL   3 mL  
40% acrylamide   2.4 mL   3 mL   0.625 mL  
1.5 M Tris pH 8.8   2 mL   2 mL   ‐  
0.5 M Tris pH 6.8   ‐      1.260 mL  
20% SDS   40 μL   40 μL   25 μL  
30% APS   26.8 μL   26.8 μL   16.6 μL  
TEMED   8 μL   8 μL   5 μL  
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 Blotting 2.14.2
Proteins  were  transferred  from  the  SDS  PAGE  gels  onto  nitrocellulose  Parablot  NCP  membranes 
(Macherey‐Nagel  GmbH)  using  wet  electrophoretic  transfer.  First,  the  transfer  cassette  was 
prepared  in  following  order:  sponge,  2  filter  papers  (Macherey‐Nagel  GmbH,  Duren,  Germany), 
protein‐containing gel, nitrocellulose membrane, two filter membranes and sponge. All membranes 
and filter papers were pre‐wetted in 1 x blotting buffer. The cassette was submerged in the BioRad 
apparatus  tank  filled  with  1  x  blotting  buffer.  Complete  transfer  of  proteins  to  nitrocellulose 
membranes  was  achieved  with  electrophoresis  at  constant  300  mA  for  2  hours  with  the  device 
incubated  on  ice  to  prevent  temperature  fluctuations. Membranes  were  temporary  stained  with 
Ponceau Red solution (Sigma‐Aldrich, UK), to confirm the successful transfer of the proteins and de‐
stained by repeated washes in dH2O or TBS tween.  






covered  with  chemiluminescence  staining  buffer  (Lumisensor,  GenScript,  New  Jersey,  USA)  for  3 






























































































Globin  chain  separation  was  performed  using  a  Shimadzu  LC‐20AD  chromatographic  system 
(Shimadzu, Kyoto,  Japan), equipped with a CBM‐20Alite system controller, a LC‐20AD dual‐plunger 
solvent delivery  system,  a  SPD‐M20A UV‐Vis  variable wavelength  (190–800  nm  range) detector,  a 
SIL‐20AC auto‐injector, a CTO‐20A column oven, and an LC‐Solution work station interfaced with the 
Ver. 1.1 software package. 
 Sample preparation 2.15.2
Induced human CD34+ cells were collected on day 5–7 post‐differentiation. At least 1 x 106 cells were 
needed  for  analysis. Cells were pellet  at  300 x  g  for 5 minute, washed once with 500 μL PBS and 
repeat  centrifugation.  Cell  pellets  were  then  lysed  in  a  minimum  final  volume  of  50  μL  and 
concentration of 1x106 cells/50 μL in HPLC water and two rounds of freezing / thawing at ‐80 °C and 
on ice. Protein extracts were collected as a supernatant after centrifugation at 16 000 x g (maximum 
speed)  for  10 minutes at  4  °C  to  remove cellular  debris.  Supernatants were  transferred  in 250 μL 
HPLC  micro  ‐  inserts  or  HPLC  vials  (Grace  Vydac,  USA)  and  a  minimum  volume  of  25–30  μL  of 
lysate/sample  was  applied  onto  the  Jupiter  C18  column  (Grace  Vydac,  USA)  for  analysis  with 
injection volume equivalent to 0.5 x 106 lysed erythroid cells. 
Reversed‐phase high‐performance liquid chromatography (RP‐HPLC) separates peptides on the basis 







and  quantified  at  a  specific  time  (Table  6)  and  displayed  as  peaks.  The  surface  of  the  peaks 
corresponds  to  the  amounts  of  the  specific  peptide.  The  expression  levels  of  HBB‐like  chains  are 
calculated as the ratio of the peak area of HBB‐like/HBA –chains. Under normal conditions a balance 
between  HBB  and  HBA  chains  is  maintained  leading  to  a  ~0.9  HBB/HBA  ratio.  Changes  in  the 

















This  calculation  method  was  applied  on  data  from  immunoblots  and  HPLC  analysis,  for  the 
estimation of HBB chain  increase  in genome‐edited  transgenic MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN 1.9 cell 
line  and  HBBIVSI‐110‐patient‐derived  hCD34+  cells,  respectively.  For  the  estimation  of  HBB  chain 
expression in genome‐edited subpopulations, we normalised the difference of HBB/HBA or Hba fold 
increase in genome‐edited cells relative to the non‐edited cells, on the percentage of genome‐edited 
cells  in  the  total  treated  population.  In  samples where  no  increase  of  HBB:HBA  or Hba  ratio was 
detected  and/or  cells  were  not  edited  (0%  of  HBBIVSI‐110  targeted  disruption),  values  without 




Percentage  of  genome  edited  cells/HBBIVSI‐110  targeted  disruption  is measured  by  T7E1  assay  described  previously.  Fold 
increase of HBB/HBA or Hba  in edited cells  is measured from the globin chain quantification by western immunoblots or 
HPLC  analysis  as  mentioned  previously.  HBB/HBA  increased  due  to  edited  cells  is  calculated  as  the  difference  of  the 
HBB/HBA or Hba fold increase in genome edited population relative to the non‐edited control (HBB TAL R1/L1: 1.071426 – 1 
= 0.0714). Extra HBB produced in edited fraction is calculated as the difference in HBB/HBA or Hba fold increase normalised 
on % of genome edited cells  (HBB TAL R1/L1: 0.0714/0.1165=0.613). Therefore the total  fold  increase compared to non‐
edited cells  is  the extra HBB produced  in edited  fraction plus  the background  levels  (1)  (HBB TAL R1/L1:  0.612+1=1.613 






















HBB TAL R1/L1  11.65  1.071426  0.071426  0.613099  1.613099 
HBB TAL R1/L2  9.1  0.876994  n/a  n/a  0.876994 
HBBIIVSI‐110 RGEN  ‐0.51  0.738353  n/a  n/a  0.738353 
Non‐edited cells  0  1  n/a  n/a  1 
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 Flow Cytometry analysis 2.16
Flow  cytometry  was  performed  using  a  CyFlow  Cube  8  v.6  channel  instrument  (Partec,  Sysmex, 
Germany),  equipped  with  a  dual‐laser  system  (488  nm  blue  and  632  nm  red)  and  6  optical 
parameters  (Forward  Scatter,  Side  Scatter  and  four  fluorescence  channels  (FL1–FL4)  with  the 
WindowsTM based CyView Cube 1.3.2.4  software. Data analysis was performed with FCS Express 5 
Flow Cytometry software (De Novo Software, CA, USA). 
Transfection  efficiency,  cell  death  and  eGFP  reporter  gene‐based  targeted  disruption  assays were 
measured by flow cytometry. Transfected cells (5 ‐ 10 x 105) were washed once with 1 mL PBS and 
cells recovered by centrifugation at 300 x g for 5 minutes. Cell pellets were re‐suspended in 500 μL 
cold  PBS,  divided  into  two  flow  cytometry  tubes,  which  contained  250  μL  PBS  and  250  μL  PBS 








 Preparation of bacterial growth medium 2.17.2


















 Transformation of XL10‐Gold ultra‐competent bacteria cells 2.17.4
XL10‐Gold ultra‐competent E coli bacterial cells  (Agilent Technologies, USA) were thawed on  ice. A 
45 μL aliquot  in pre‐chilled 14 mL BD  falcon  tube was used  for  each  transformation  to which was 
added 2 μL of β‐mercaptoethanol, mixed gently and  incubated on  ice  for 2 minutes. Then, 6 μL of 
the DpnI‐treated DNA was added to the bacteria, mixed gently and incubated for 30 minutes on ice. 




 Growth of bacteria clones and plasmid preparation 2.17.5
Single  colonies  were  picked  and  cultured  in  5  mL  LB  with  the  appropriate  antibiotic  selection 





cultured  overnight  at  37  °C  in  shacking  incubator.  Plasmid  extraction  was  performed  using  the 
NucleoBond Maxi Kit (Macherey‐Nagel GmbH), as described in section 2.4.2. 















 HEK 293 cells 2.19.1






 Human erythroleukaemia (HEL) cells 2.19.2
HEL cells were cultured in cRPMI (supplemented as before)  in 10‐cm diameter dishes (Corning, NY, 
USA) and maintained at 250,000–500,000 cells/mL. 





 Cryostorage of mammalian cell lines 2.19.4
Cell  lines,  HEK293T,  HEL  and  MEL,  were  cryopreserved  at  ‐80  °C  in  freezing  medium  (20%  FBS 
(InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific), 10% DMSO (Sigma‐Aldrich, UK) and 70% respective culture 
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(pVAX_TALEN_FokI)  (1:1  ratio)  or  400  ng  gRNA  (pLML3636_specific‐gRNA)  and  800  ng  for  Cas9 
(pJDS246) (1:3), and 50 ng of pRK5.mCherry transfection reporter plasmid 228. 
When  targeted  disruption  was  measured  by  flow  cytometry,  100  ng  of  HBBIVSI‐110_GFP  reporter 
plasmid (section 2.8.3) and 100 ng of pLSS mOrange N1 (Addgene, UK) reporter plasmid were used 
for  the  assessment  of  targeted  disruption  and  transfection  efficiency,  respectively.  Designer 
nuclease  constructs  were  adjusted  appropriately  keeping  the  ratios  constant,  whereas  pUC118 




drop‐wise  to  the  cells.  Transfected  cell  were  cultured  for  12  hr  at  37  °C,  before  changing  the 
medium. Cells were detached by treatment with trypsin and harvested 48 hr post‐transfection and 
used  for  the  assessment  of  transfection  (pEGFP  N1  or  pLSS  mOrange  N1),  targeted  disruption 
(HBBIVSI‐110  eGFP  reporter)  efficiencies  by  flow  cytometry  and  gDNA extraction  (Qiagen Blood Mini 
Kit, Qiagen, Hilden, Germany).  
 Electroporation of transgenic murine erythroleukaemia cells 2.19.6.2
HBBIVSI‐110  ‐  specific  designer  nucleases  were  delivered  to  MEL  MA821  HBBIVSI‐110  cells  by 










as  CMV  GFP  reporter  (20  μg).  Normalization  of  the  amount  of  plasmid  DNA  was  by  addition  of 
pUC118 plasmid. Electroporated cells were cultured in 9 mL cRPMI for 6 hr at 37 °C (recovery period) 
before  being  moved  to  hypothermic  conditions  at  30  °C  for  72hr.  Cells  were  then  collected  for 
assessment  of  transfection  efficiency  (by  flow  cytometry)  and  gDNA  extraction  for  targeted 
disruption assessment  (T7E1 Assay /  TIDE), while  cultures were  further expanded at 37  °C  for 3–4 
days  before  proceeding  in  the  induction  of  erythroid  differentiation. Genome edited MEL MA821 
HBBIVSI‐110  cells  (100  000  cells/mL)  were  induced  to  undergo  terminal  erythroid  differentiation  in 
10mL MEL differentiation medium (cRPMI supplemented with 1.5% DMSO) for 9 days. Induced cells 





two hours before  transfection  the medium was  changed  to  22 mL  fresh  cIMDM. For  each plate  a 
plasmid DNA mixture was prepared  in  50 mL  tubes with  9 μg of  pMD2.VSVG  (envelope  plasmid), 
16.25 μg of pCMVΔR8.74 (2nd generation of gag/pol packaging construct), 6.25 μg of pRSV‐REV (3rd 
generation REV construct), 15 μg of pADvantage (encodes the adenovirus associated RNA genes, VAI 
and  VAII,  which  can  enhance  transient  protein  expression  in  a  variety  of  cell  types  by  increasing 
translation initiation 233; (Figure 18) and 30 μg transfer vector (Table 24). The DNA mixture was made 
up to 1125 μL with 0.1X TE and after addition of 125 μL of 2.5 M CaCl2 (Sigma‐Aldrich) was incubated 
for  5  minutes  at  RTemp.  While  vortexing  at  full  speed,  plasmids  were  precipitated  by  dropwise 
addition of 1250 μL 2x HBS solution (281 mM NaCl  (Sigma‐Aldrich), 100 mM HEPES  (Scharlau), 1.5 
mM Na2HPO4 (Sigma‐Aldrich), pH 7.12) to the 1250‐μL mixture, immediately before the precipitate 
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Figure 18: Constructs used for lentiviral vector production. 
 pMD2.VSVG:  envelope  constructs  which  encodes  heterologous  vesicular  stomatitis  virus  G  glycoprotein  (VSVG)  for  LV 
pseudotyping driven by the CMV promoter and SV40 poly A. PCMΔ874 construct: 2nd generation packaging plasmid which 
encodes  the gag gene  for  capsid proteins;  the pol  gene  for  the  viral  enzymes, protease,  integrase, RNase H and  reverse 
transcriptase essential for viral replication, Rev gene for rev proteins and Tat for trans‐activating regulatory protein. pRSV‐
REV:  3rd‐  generation  construct  encoding  the REV protein  under  the RSV promoter. pADvantage:  Construct  encoding  the 
adenovirus RNA I and II genes. Enhances transient protein translation in a variety of cell types by increasing the initiation of 
translation.  Example  of Transfer  vector  : MA821 HBB  (“GLOBE”)  harbouring HBB  transgene  132. HBB  Exons  1  –  3.  CMV: 
cytomegalovirus promoter. RSV: Rous sarcoma virus promoter. RRE: REV responsive element. cPPT: central polypurine tract. 
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 Concentration of LVs 2.20.1
LV‐containing supernatant was centrifuged for 5 minutes at 200 x g and the resultant supernatant 
passed  through  a  Millex‐HV  0.45‐μm  pore  size  PVDF  membrane  filter  (Millipore,  Darmstadt, 









10  μL  of  concentrated  LV  mixed  well  (10‐2  dilution)  and  then  100  μL  of  cells/LVs  mixture  was 
transferred to the next well (10‐3 dilution), mixed again and move to the next until the last well (10‐7 
dilution)  in which  the  100  μL  are  discarded.  In  this way  cells  were  transduced with  10‐fold  serial 
dilutions (10‐2–10‐7) of the concentrated LV stock whilst maintaining the final volume, the number of 
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with  the  HBBT87Q  transgene,  was  used  for  the  preparation  of  the  VCN  plasmid  standard  curve 
following ABI guidelines 234  in which 3.26 pg of plasmid  is equivalent to VCN 1  in 100 ng of 3.1 Gb 
human haploid genome. The highly conserved poly (rC) – binding protein 2  (PCBP2) endogene and 




DNA  SC  dilutions  or  100ng‐of  sample  gDNA  (50  ng/μL)  and  made  up  with  water  to  25  μL  final 
volume. Real‐time qPCR reactions started with activation of the polymerase at 95 °C for 15 minutes, 
followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 30 seconds and annealing / extension at 60 °C for 
1  minute,  respectively.  Based  on  the  Lenti  plasmid‐  and  PCBP2  gDNA‐  standard  curves,  absolute 






A  new  multiplex  qPCR  protocol  for  VCN  quantification  using  the  Qiagen  Multiplex  PCR  kit,  was 
developed  and used  for  the quantification of VCN  in  transduced MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN1 and 
human  CD34+  cells,  as  described  235. MA821  HBBT87Q  LV  construct  (9771  bp)  vector  encoding  the 
transfer  vector  segment  with  the  HBBT87Q  transgene,  was  used  for  the  preparation  of  the  VCN 
plasmid  standard  curve  following  ABI  guidelines  234  in  which  3.26  pg  and  3.74  pg  of  plasmid  is 
equivalent  to  VCN  1  in  100  ng  of  human  (3.1  Gb/haploid  genome)  and  murine  (2.7Gb/haploid 
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removal  for  replicate  samples was  performed  (above  1.5x  standard  deviations  from  the  triplicate 
median was set as a cut – off value), by calculating the paired Student’s t‐test for PCBP2‐mediated 
detection of the invariable gDNA amount (either 50, 100 or 200 ng), and by calculating the squared 
Pearson’s  correlation  coefficient  (R2)  between  true  VCN  values  (as  defined  by  manually  added 
plasmid amounts) and ΔΔCt values for LV‐mediated detection of LV serial dilutions (0.16, 0.8, 4, 20). 
To  this  end  and  excluding  the  use  of  an  additional  calibrator  gene,  ΔCt  was  defined  as  0  for  all 
standard curve samples. Within each run, reproducibility of Ct values for invariable PCBP2 template 
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 Production of Transgenic MEL cell lines 2.22





 Clonal selection of transgenic MEL MA821IVSI‐110 clones with known VCN (1,2,3,4)  2.22.2
Initially, transgenic MEL MA821IVSI‐110 (average VCN 1.9) cells were diluted to working concentrations 
of 1.5 cells / 100 μL cRPMI and seeded into six 96‐well plates. Briefly, working concentration of 50 
000  cells/mL  was  prepared  followed  by  10‐fold  serial  dilutions  to  the  theoretical  working 
concentration of 1.5 cells/100 μL in a final volume of 50 mL. A 100 μL aliquot of cell suspension was 
seeded per well of a 96‐well plate. Cells were cultured for 48hr without moving the plates to achieve 






μL  cRPMI  medium  in  a  final  volume  of  50  mL  and  100  mL  for  TALEN’s  and  RGEN’s  edited  cells, 
respectively. All cells were seeded in 96‐well plates with 200 μL/well. Plates were incubated for 48 
hours  before  checking  under  the  microscope  for  single  colonies.  Wells  with  single  clones  were 
expanded to 24 well plates to reach to an appropriate number of cells that allowed gDNA extraction. 
All treated clones with HBB TAL R1/L1 (69), HBB TAL R1/L2 (83), HBBIVSI‐110 RGEN (143) and pUC118 
(24)  were  cryopreserved  as  described  in  section  2.19.4  until  genome  edited  clones  were 
characterized by Sanger sequencing (section 2.23.2).  
  Characterization of INDELs  2.23.1
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Scientific) for sequencing, according to manufacturer’s instructions. The pCR 4 Blunt‐TOPO vector is 
provided  linearized,  with  3’  end  of  each  strand  to  be  covalently  bound  to  Vaccinia  virus  DNA 









were  picked  for  the  characterisation  of  INDELs  produced  by  designer  specific  nucleases,  HBB  TAL 





 Characterization of genome‐edited MEL MA821 HBBIVSI‐110 clones 2.23.2
A genome edited population of the MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN 1 cell clone was seeded in a 96‐well 
plate  for  selection  of  edited  clones.  Clones were  expanded  to  24‐well  plates  and  gDNA  extracted 
using the FlexiGene kit (Qiagen) according to manufacturer’s  instruction. A 100 ng aliquot of gDNA 
was  used  as  template  for  a  Phusion  PCR  reaction  with  specific  primers  encompassing  the  target 
sequence (GCB1 FW /109 RV, Table 22) in a 25ul final volume reaction. PCR products were treated 
with  the ExoSap  kit  (Affymetrix,  Thermo Fisher  Scientific)  according  to manufacturer’s  instructions 
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 Human CD34+‐derived erythroid progenitor cell liquid cultures 2.24
 Culture conditions 2.24.1
 Isolation of mononuclear cells from peripheral blood 2.24.1.1
Peripheral  blood  (PB)  from  volunteers  was  collected  in  EDTA‐coated  tubes  (Greiner  Bio‐One; 
Frickenhausen, Germany). PB was mixed with 1.5 volumes of PBS  (without CaCl2/MgCl2)  to  reduce 
erythrocyte  clumping  in  50  mL  times.  Then,  1.25  volumes  of  RTemp  density  gradient  reagent 
(Lymphoprep, Accu‐PrepTM Lymphocytes, Axis‐Shield PoC AS, Norway), was added in 50 mL tubes and 
keeping the tube at 45° the PB‐PBS mixture was carefully overlaid on top of the Lymphoprep reagent 

















Cells were  eluted  from  the  column by  removing  it  from  the magnetic  separator  and  immediately 
adding 5 mL BB. Cells were  then  flushed  into a new 15‐mL  tube by  inserting  the plunger  into  the 
column.  Eluted  cells  pass  from  a  second  round  of  selection  onto  a  new  equilibrated  column  by 
loading 2.5 mL of cells and washing with 2.5 mL BB following the same procedure as with the first 
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section  2.24.1.3)  in  6‐well  plates  (Nunc;  Thermo  Fisher  Scientific)  and  cultured  under  default 
conditions (37 °C, 5% CO2 atmosphere). 
 hCD34+ culture 2.24.1.3
The  hCD34+  cells  after  isolation  through  MACS  columns  were  re‐suspended  in  3  mL  expansion 
medium  consisting  of  StemSpan  II  medium  (Stemcell  Technologies,  Vancouver,  Canada) 
supplemented  with  1x  CC100  (Stemcell  Technologies),  2  unit/mL  erythropoietin  (Sandoz  GmbH, 
Austria,  Binocrit;  4,000  IU/0.4  mL),  10‐6M  dexamethasome  (Sigma‐Aldrich)  and  1x 
Penicillin/Streptomycin  (Corning‐CellGro)  and  seeded  into  6‐well  plates  (Nunc;  Thermo  Fisher 
Scientific). Cells were cultured for 72 hr before completely changing the medium after centrifugation 
at  300  x  g  for  5  minutes.  Then,  on  day  6  following  expansion  cells  were  transferred  to  25  cm2 
NunclonTM Delta flasks (Nunc; Thermo Fisher Scientific,) with 7 mL expansion medium. On day 10 of 
expansion  cell  number  should  reach  from  10  to  several millions  of  cells.  In  general,  cell  densities 





 Freezing and thawing hCD34+ cells 2.24.2
Human CD34+ cells were frozen at a minimum concentration of 0.5 x 106 cells/mL in ice cold freezing 





at  ‐80 °C. Cryovials were stored  for up  to 30 days at  ‐80 °C, and  in  liquid nitrogen for  longer  term 
storage.  
 Thawing hCD34+ cells 2.24.3
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 Induced differentiation of hCD34+ cells 2.24.4
Erythroid  differentiation  of  hCD34+  cells  was  induced  by  culturing  in  differentiation  medium 
consisting  of  70%  α‐minimum  essential  medium  (αMEM)  (Corning  CellGro;  10‐22‐CV),  30%  FBS 
(Hyclone), 10‐5M 2‐mercaptoethanol (Sigma‐Aldrich), 10 units erythropoietin (Binocrit 4,000; Sandoz 




 Cytocentrifugation (Dianisidine / May‐Grünwald / Giemsa staining) 2.24.5
Phenotypic  characterization  of  erythroid  progenitors  in  primary  cultures  of  differentiated  hCD34+ 
cells was  based on morphology using  cytocentrifugation preparations.  Cell  suspensions  of  0.5–1  x 




with  in  cold  methanol  followed  by  2  minutes  in  dianisidine  solution  (1.5%  o‐Dianisidine  (Sigma‐
Aldrich)  in methanol),  2 minutes  in H2O2/ethanol  solution  (50% EtOH, 1.5% H2O2 in ddH2O),  rinsed 
with  ddH2O,  5  minutes  at  RTemp  in May‐Grünwald  staining  solution  (Sigma‐Aldrich),  rinsed  with 
ddH2O, 10 minutes at RTemp in Giemsa’s staining solution  (Fluka Analytica, Sigma‐Aldrich),  rinsed 
with  ddH2O  and  then  allowed  to  air  dry.  Finally,  cell  spots were  covered with mounting medium 
(DakoCytomation,  CA,  USA)  and  sealed  under  a  coverslip.  Slides  were  viewed  under  the  IX73 
inverted microscope (Olympus Corporation) equipped with a camera for capturing images. 
 LV transduction hCD34+ cells 2.24.6
LV transduction was conducted with 1x106 hCD34+ cells in 0.5 mL expansion medium supplemented 




expansion  medium.  Cells  were  collected  48  hr  post‐transduction  for  further  analysis  (gDNA 









 Electroporation of human CD34+ cells 2.24.7
Cryopreserved hCD34+ cells were fast‐thawed at 37 °C and transferred drop‐wised to IMDM medium 
supplemented  with  5%  characterized  FBS.  Cells  were  incubated  for  10  minutes  at  RTemp  and 
centrifuged at 200 x g  (9 acc/6 dec) and pellets  re‐suspended  in 9mL expansion medium. Medium 
was changed one day prior to electroporation (day 3). Cells were washed once in 8 mL StemSpam II 
medium  (200  x  g,  10  min).  Cell  pellets  were  diluted  to  a  cell  density  of  ~5  x  106  cells  /  450  μL 
StemSpam II to which was added 40 μg of total plasmid DNA in 50 μL StemSpam II medium and the 
mixture subjected to electroporation using a Bio‐Rad Gene Pulser unit (500 μL Vf 300 V / 1050 μF / 
Infinite  Resistance).  HBBIVSI‐110  specific  designer  nuclease  plasmids  constituted  7/8  of  the  total 
plasmid amount (35 μg) keeping the appropriate ratios constant (TALEN monomers 1:1, RGEN 1:3), 
whereas the remaining 1/8 was pEGFP N1 reporter plasmid (5 μg). Addition of pUC118 plasmid was 
used  to  normalize  for  the  amount  of  plasmid  DNA.  Electroporated  cells  were  cultured  in  6  mL 
expansion medium without antibiotics (penicillin, streptomycin) in 75 cm2 NunclonTM Delta flasks for 
48 hr at 37 °C in 5% CO2 humidified atmosphere. Antibiotics are avoided in the expansion medium of 




collected  on  day‐7  for  RNA  (see  section  2.5)  and  protein  extraction  for  HPLC  analysis  (see 
section2.15). Cell viability  following differentiation  (Hb expression) and morphology were assessed 
microscopically  by  trypan  blue  and  dianisidine  and May‐Grünwald  /  Giemsa  staining  (see  section 
2.24.5), respectively. 
 Assessing degree of genome editing (TIDE analysis) 2.25
Assessment  of  genome  editing  by  designer  nucleases  on  the  target  locus  was  measured  by  the 
online web tool TIDE (https://tide.nki.nl/)236. TIDE is able to quantify the editing efficacy and identify 






118 | P a g e  
 
 In silico prediction of off‐targeting potential of designer nucleases 2.26
 TALENS – PROGNOS web tool 2.26.1
Potential  off‐target  sites  of  TALEN  pairs  were  identified  by  employing  the  PROGNOS  web  tool 




used  (10–30). However,  since HBB TALEN R1/L2 has an exactly  10 nt  spacer  length,  the minimum 
value of the setting was reduced down to 8 in order for the programme to include the analysis of the 
most  likely potential off  target candidate,  the highly homologous HBD,  in which the spacer  is 2 nt 
smaller compared to the HBB target site.  
 RGEN ‐ Design CRISPR web tool 2.26.2
Potential  off‐target  sites  for  RGEN  were  identified  by  the  CRISPR  design  web  tool 
(http://crispr.mit.edu/) on the Hg19 human genome 198. Guide RNA sequence with PAM is filled on 





on  the  number  of  repeats  in  each  data  set,  D’Agostino‐Pearson  (n≥8),  Shapiro‐Wilk  (n≥7),  and 
Kolmogorov‐Smirnov  (n≥5).  When  the  p‐value  of  each  set  is  <0.05,  then  the  null  hypothesis  of 
normal sample distribution is rejected and a non‐parametric test is used. If data sets follow a normal 
distribution (p‐value > 0.05), a parametric test was used for the statistical analysis of the samples (t‐
test,  one‐way  ANOVA).  Prism  7.0  (GraphPad  Software  Inc.)  and  Excel  2007  (Microsoft,  Redmond, 











 Development of  an  accurate multiplex RT‐qPCR method  for  the quantification of  aberrant 
and correctly spliced HBB mRNAs. 
 Development  and  characterisation  at  transcriptional  and  translational  level  of  humanised 
transgenic murine erythroleukaemia  (MEL) cells holding the normal and mutant version of 
the HBB gene.  
 Development of humanized MEL cell lines and methods for quantification 3.1.2
Both our GT approaches  for  the development of personalised GT  for patients  carrying  the HBBIVSI‐
110(G>A)  mutation  required  initial  establishment  of  a  sensitive  method  for  detection  and  accurate 
quantification of the normal and aberrant HBB mRNA in cells expressing the HBBIVSI‐110(G>A) gene. The 
method needed to be sensitive enough to detect even small differences  in  the  levels of both HBB 
mRNA  variants  between  treated  and  untreated  samples.  Additionally,  it was  initially  necessary  to 
establish proof of principle in cell lines expressing the HBBIVSI‐110(G>A) gene before moving on to assays 
involving  patient‐derived  human  erythroid  CD34+  progenitor  cells.  This  section  describes  the 
development of a sensitive multiplex RT‐qPCR, which allows the quantification of both normal and 






HBBIVSI‐110(G>A)  is  a  misspliced  mutation  that  creates  an  abnormal  SA  site  resulting  in  alternative 
splicing  leading  to an aberrant HBB mRNA containing and extra 20 nucleotides  from  IVS‐I  and  the 
formation of a pre‐mature termination codon, which are known to trigger the NMD pathway 60,238. 
HBBIVSI‐110  is  designated  as  a  β+ mutation  as  a  small  fraction  of  the  pre‐mRNA  is  correctly  spliced, 
which permits  the  synthesis of  functional HBB  chains  in  thalassaemicIVSI‐110 patients. However,  the 
synthesis of functional HBB chains is reduced by ~90% relative to a normal individual 90. Quantities of 
the  abnormally  spliced  mRNA  were  measured  in  previous  studies  by  semi‐quantitative  methods, 
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such  as  electrophoresis  gel  band  intensities,  which  limit  the  sensitivity  and  reproducibility  of 
assessment  of  splicing.  Expression  of HBBIVSI‐110  in  different  cells  lines,  namely  HELA  and monkey 
kidney  cells,  showed  that  only  10–20%  of  the  HBB  pre‐mRNA was  correctly  spliced with  the  rest 
abnormal  82,239.  A  humanised  β‐thalassaemia  mouse  model  harbouring  a  HBBIVSI‐110  transgene 
showed quantitative differences in the amount of aberrant mRNA in different tissues. In the BM and 
spleen the predominant mRNA was the aberrant variant, whereas in PB it was the normal mRNA 90. 
Similarly,  in patient  reticulocytes  and PB  the predominant mRNA variant was  the correctly  spliced 
HBB mRNA, whereas Breda et al. reported the presence of the aberrant mRNA in a 1:1 ratio with the 
normal mRNA  in  liquid  cultures  of  differentiated  CD34+ cells  from HBBIVSI‐110  thalassaemic  patients 
90,222,239.  In  liquid  cultures  of mononuclear  cells  from  thalassaemic  patients  the  ratio  of  correct  to 
aberrant  mRNA  was  2:1  and  in  some  cases  the  aberrant  mRNA  was  not  detected  94.  These 





HBBIVSI‐110(G>A)  personalised  GT  approaches,  a)  gene  addition  and  b  )  genome  editing,  a  sensitive 
multiplex RT‐qPCR method was developed based on variant‐specific probes, a common set of primer 




aberrantly  spliced  or  as  ratios  of  the  correct/aberrant  mRNA  (ratios  c/a).  As  described  in  the 
Materials and Methods chapter (Section 2.12.2.2.2), this method used a common pair of primers and 
two specific probes for the normal and aberrant mRNA (Figure 20). Different multiplex PCR kits were 
used  during  optimisation  of  the  method,  such  as  TaqMan  Master  Mix  (Applied  Biosystems)  and 












Accurate  quantification  of  the  two  variants  is  achieved with  the  use  of  plasmid  standard  curves. 
Initially,  two  separate  constructs  were  developed,  each  holding  the  cDNA  fragment  from  the 
correctly or aberrantly spliced HBB mRNA (Figure 20) (see Materials and Methods, section 2.6.8). A 
standard curve from serial dilutions of both plasmids together in a 1:1 ratio was prepared. Although 
the  sensitivity  and  efficiency  of  the  reaction  was  good,  the  peaks  for  the  two  variant‐specific 




A  comparison  of  the  two  standard  curves  (SC),  double‐plasmid  versus  single‐plasmid  SC,  in  a 
multiplex qPCR reaction, showed the superiority of using a single‐plasmid SC,  in terms of accuracy 
(similar  Ct  values  for  both  cDNA  variants),  sensitivity  (detection  down  to  ~40  molecules)  and 







construct  used  for  the  preparation  of  the  double  constructs  standard  curve  (pCR2.1  HBB  cDNANormal  and  pCR2.1  HBB
cDNAAberrant) and  the single construct standard curve  (pCR2.1 HBB cDNANormal cDNAAberrant). Orange arrowed box  indicates 
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obtained  Ct  values  and  known  quantities  of  normal  and  aberrant  curves  (Figure  22).  External 
standard curve equations can be used for the re‐quantification of samples run on experiments with 






molecules/reaction).  Bottom:  Amplification  profiles  of  single‐plasmid  standard  curves  in  which  pCR2.1  HBB  cDNANormal_ 
cDNAAberrant construct was used in a range of known quantities  (4.02 x106, 4.02 x105, 4.02 x104, 4.02 x103, 4.02 x102 and 




In  this  graphical  representation  of  single‐construct  standard  curves  of  known  quantities  (y  axis) with  the  corresponding 
detected Ct values (x axis) after multiplex RT‐qPCR, extracted equations for both HBB variants are shown in orange and blue 
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(G>A).  Therefore,  work was  initiated  to  generate HBBIVSI‐110 (G>A)  and HBBNormal  expressing model  cell 
lines using the well‐studied and characterised murine erythroleukaemia (MEL) cells. MEL cells were 
chosen because of  their  ease of handling  and ability  to be  induced  to undergo  terminal  erythroid 
differentiation  240.  Furthermore,  as  MEL  cells  have  a  murine  genetic  background  transcripts  and 
protein  from  the  human  transgenes  would  be  distinguishable  from  the  equivalent  endogenously 
expressed murine Hbb‐b1 and Hbb‐b2. As described  in  the Materials  and Methods  (section 2.6.9), 
the  MA821  HBBNormal  LV  vector  (GLOBE),  was  modified  by  site  directed  mutagenesis  to  MA821 
HBBIVSI‐110 (G>A)  (Figure  23) with  the mutant  construct  confirmed  by  Sanger  sequencing  (Figure  24). 
MEL cells were transduced with the MA821 HBBNormal and MA821 HBBIVSI‐110 (G>A) LVs with a range of 
MOIs.  Transduced  cell  pools  were  then  selected  with  an  average  VCN  ~2  for  both  constructs  by 
employing  a  multiplex  qPCR  assay,  which  was  painstakingly  established  by  Ioanna  Christodoulou 
with the aid of the MEL clones and a selection of genomic DNAs described here and produced by me 
235.  The MA821  HBBIVSI‐110  VCN  ~1.9  MEL  pool  was  used  as  model  system  for  the  assessment  of 
functional  correction  by  genome  editing  in  bulk  cell  experiments,  whereas  the  MA821  HBBNormal 
VCN~2  cell  pool  served  the  “normal”  +ve  control.  In  addition, MEL  cell  clones  harbouring MA821 
HBBIVSI‐110 were produced with VCN 1,  2,  3  and 4  after  two  rounds of  clonal  selection. VCNs were 
quantified by qPCR 235. An MEL MA821 HBBIVSI‐110 clone with VCN 1 was used as model cell  line for 
functional  analysis  of  the  gene  addition  approach  (section  3.2.5)  and  functional  correction  by 
genome editing at the clonal level (section 3.3.6). 
 







2) MA821 HBBIVSI-110 (G>A) 
 
LTR RRE HScPPT I II III LTR HS2 p 
+110 (G>A) 








with  self‐inactivating  (SIN)  design  (Deletion  of  the U3  region  of  the  3’  LTR)  ;  RRE,  Rev  response  element;  cPPT,  central 









as  template  MA821  HBBNormal.  Sequencing  trace  of  the  HBB  Intron  1  /  Exon  2  region  (orange  box)  and  in  rectangle 
designates  the  substitution  +110  G>A  mutation.  Aberrant  and  normal  acceptor  splice  sites  (SS)  are  designated  as 
underlined AG di‐nucleotides. 
Using  multiplex  RT‐qPCR  (section  3.1.2.1),  an  accurate  measure  of  the  aberrantly  and  correctly 
spliced mRNA was obtained in the total HBB mRNA populations in cell cultures of the transgenic MEL 
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The  HBBIVSI‐110  gene  expression  profile  at  a  protein  level  was  measured  relative  to  the  MA821 
HBBNormal, +ve control. The results from three independent differentiation experiments indicate that 
both HBBIVSI‐110  cell  lines express  approximately  94%  less HBB chains  compared  to  the normal +ve 
control (Figure 26). This findings are in agreement with the expression profile observed in the HBBIVSI‐
110 humanised mouse model  system,  and most  importantly with  the amount  seen  in  thalassaemic 
HBBIVSI‐110 patients relative to healthy individuals 90. Therefore, the development of a reliable model 
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endogenous housekeeping gene  (e.g., ACTB) or on  the  level of erythroid differentiation  (e.g., HBA 
induction)  since measurement  of  both  normal  and  aberrant HBB mRNAs  takes  place  in  the  same 
reaction and  the outcome of  the quantification  is  the  relative  quantities of  the  two HBB variants. 
However, absolute quantities of normal and aberrant splice variants can be obtained by normalising 
expression  levels of  total HBB transcripts over Hba expression relative  to untreated samples using 
the  ΔΔCt  method.  This  type  of  quantification  was  applied  for  the  assessment  of  restoration  of 













was  also  seen  in  day‐7  differentiated  patient‐derived  CD34+  cell  liquid  cultures.  In  addition,  a 
comparison  of  the  amount  of  HBB  chains  levels  between  the  HBBIVSI‐110(G>A)  and  the  normal 




HBB mRNA  variants was  successfully  generated,  which  previously  depended  on  semi‐quantitative 
methods  such  band  density  quantification  from  agarose  or  polyacrylamide  gel  electrophoresis.  In 














 Experimental strategy 3.2.2
As  described  in  the  introduction,  the  common  HBBIVSI‐110  (G>A)  missplice  mutation  leads  to  the 
formation of an aberrant cryptic SA site, 19 nt upstream from the normal SA site in intron 1, leading 
to  the  incorporation of  that  fragment  to  the mature mRNA, which  also  creates  a  premature  stop 
codon (PTC; Figure 20). Nevertheless, a small fraction 10–20% of the pre‐mRNA is correctly spliced, 
but the levels of functional HBB chains are not sufficient to be of therapeutic value 82,241. Although 
the  presence  of  the  PTC  on  the  aberrantly  spliced  HBB  mRNA  makes  it  a  target  for  destruction 
through the efficient nonsense mediated decay pathway,  it has been shown that a  relatively  large 





In  order  to  test  this  hypothesis  shRNAs were  designed  to  target  the  aberrantly  spliced  ΗΒΒIVSI‐110 
transcript  (Figure  27).  Since  the  difference  between  correct  and  aberrant  mRNA  is  only  a  19  nt 
misspliced  sequence,  the  shRNA‐targeting  region  limited  the  design  options  to  three  potential 
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anti‐sickling HBBT87Q transgene  under  the  regulation  of  erythroid  specific  promoter  and  βLCR,  and 
simultaneous delivery of  the  shIVSI‐110 RNAs sequence within  intron 2,  leading  to knock‐down of 
the aberrant mRNA. 
In addition to this design, the specific shRNA‐encoding sequences were also cloned independently in 
the  commercially  available  pLKO.I  U6  LV  for  single  or  double  transduction  in  combination  with 
MA821  LV  (GLOBE  LV).  U6  is  an  RNA  pol3‐specific  promoter,  and  clusters  of  dT4  and  dT5  are 
recognised  in  mammals  as  termination  signals  242,243.  In  particular,  the  shIVSI‐110  Mid‐encoding 
sequence holds a repeat of TTTT, the corresponding U4 sequence being part of the aberrantly spliced 
HBB mRNA target sequence, and might  impair U6‐driven shIVSI‐110 Mid expression. Therefore, an 
additional modified  version  of  shIVSI‐110 Mid was  designed,  shIVSI‐110 Mid2,  in  which  the  TTTT 
repeat  was  substituted  with  TTGT,  whereas  the  antisense  sequence  was  left  unchanged  (AAAA), 
giving an imperfectly paired shRNA stem sequence. The antisense sequence is the part of the shRNA 
that will  be  used  by  DICER  as  guide  strand  for  the  recognition  and  destruction  of  the  aberrantly 
spliced ΗΒΒ mRNA (Figure 28)244.  
All  LVs  (single  pLKO.I‐  and  hybrids MA821  T87Q‐  shIVSI‐110  encoding  RNAs)  were  produced  and 
titrated. However, in parallel work conducted by a colleague in the laboratory (data not shown), who 
used the same cloning strategy and delivery for knock‐down of BCL11A, no silencing was observed 
even  though  expression  of  the HBB  transgene was  not  noticeable  affected.  This  implied  that  the 
shRNAs embedded within Intron‐2 were not being appropriately processed correctly after splicing of 
the  HBBT87Q  pre‐mRNA.  Therefore,  before  proceeding  to  a  more  complex  system  of  expressing 
simultaneously  HBB  and  shRNAs  from  the  same  transgene,  we  decided  to  perform  single 
transductions  with  pLKO.I  shIVSI‐110  RNAs  and/or  in  combination  with  MA821  HBBNormal  LV  to 
establish first a proof of principle of our hypothesis. 
Efficacy and safety of the pLKO.I shIVSI‐110 vectors was initially tested in clonal transgenic MEL cell 




of  the  knock‐down  effect  was  assessed  at  days  3  and  6  post‐differentiation  at  the  RNA  level  by 
multiplex RT‐qPCR, whereas the translational advantage offered by the shIVSI‐110 RNAs at a protein 
level, was  quantified  on  day  6  of  differentiation  via  immunoblots.  Cultures  of  transduced  hCD34+ 





























LTR RRE HS3 cPPT I IIIII LTR HS2 p 
T87Q 
IVSI - 110 shRNA 
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1)  Insert  preparation:  shIVSI‐110  RNAs  (Up,  Mid  and  Down)  were  received  in  pMK_RQ_plasmid  contructs.  The  shIVSI‐
110_Up  insert  (purple  arrow) was  released  from  the  pMK_RQ_shIVS1‐110  plasmid with MluI/RsaI,  creating  compatible
ends  for  cloning  into  MA821‐T87Q  vector.  The  shIVSI‐110  Mid  (blue  arrow)  and  Down  (orange  arrow)  inserts  were
produced  by  PflMI  digestion,  blunted  with  T4  DNA  Pol  and  subsequent  digest  with MluI.  2)  MA821‐T87Q  vector  was
prepared  with  the  removal  of  the  shRNA‐encoding  DNA  (shBCL11A  and  shGFP,  light  blue  arrow)  from  MA821‐T87Q‐
shBCL11A_shGFP construct  (unpublished data) by MluI/PmeI  restriction digestion. 3 and 4) Cloning of shRNA inserts  into
MA821‐T87Q  vector  produced  three  novel  MA821‐T87Q  LV  constructs,  with  each  holding  a  unique  shRNA  sequence
specific  for  aberrantly  spliced  HBB  IVSI‐110  mRNA.  KanR,  Kanamycin  resistance;  Col  E1,  Origin  of  replication;  T87Q,
threonine‐to‐glutamine codon change; HS2 and HS3, hypersensitive site elements 2 and 3 of the βLCR; sin18 RU5 LTR, long
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Plasmids  encoding  IVSI‐110‐mRNA‐specific  shRNAs  (upstream,  middle  and  downstream)  were 
commercially  produced  and  received  separately  in  pMK_RQ  KanR  vectors  flanked  by  two  SfiI 
restriction  sites,  as  2361‐bp,  2360‐bp  and  2360‐bp  constructs,  respectively  (Figure  30).  These 






digestion  removed  the  two  shRNAs  creating  compatible  flanking  ends  to  accept  the  synthetic 
sequences  encoding  IVSI‐110  shRNAs  by  ligation  using  standard  procedures.  Similarly,  the  shRNA 























Candidate  clones  for  pLKO.I‐shIVS1‐110‐ Up and Mid were  confirmed by digestion with ScaI  and HpaI  respectively, with 
uncut  (1,2), Hpal‐digested  (4) and ScaI‐digested  (5) DNA giving,  respectively, a  retained  supercoiled plasmid, a  linearised 
7084‐bp  fragment and two fragments 3888/3196bp for each correct clone. Lanes  (1, 2): uncut pLKO.I  shIVSI‐110 Up and 
Mid2, respectively. Lanes (4, 5): HpaI and ScaI digested DNA of pLKO.I shIVSI‐110 Up and Mid2, respectively 
Lanes (6): 1‐kb DNA ladder 




Standard  curves,  primers  and  probes  were  as  described  (see  section  2.20.3.1).  All  titres  were 
calculated according to  the  formula given  in 2.20.3.1 and results are shown  in Table 9.  In general, 
  Clone 1_   Clone 2_   Clone 3_   Clone 4_   Clone 5_ Control 
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high titres were obtained for the entire set of LVs with an average of 5.3x108 transducing units/mL 
(TU/mL).  Concentration  and  titration  of  the  MA821  HBBIVSI‐110  (G>A)  LV  was  not  required  since  the 




















 Characterisation of LVs in transgenic MEL MA821_HBBIVSI‐110 cells 3.2.5
pLKO.I shIVSI‐110‐encoding LVs (Up/Mid/Mid2/Down) were first tested on the clonal transgenic MEL 
MA821_HBBIVSI‐110  (VCN  1)  cell  line  in  three  separate  experiments,  using  as  negative  controls 
transduction with pLKO.I shScramble and untransduced Mock control. A pilot experiment (Exp1) was 
performed where a range of MOIs (5, 10, 20 and 40) were used for the pLKO.I shRNA LVs in order to 
evaluated  the  appropriate  MOI  that  will  give  similar  VCNs  (data  not  shown).  Cells  were  left  to 
recover for 14‐20 days before collecting for gDNA and assessment of the VCN via the multiplex qPCR 
method  (section  2.20.3.2).  Transduced  cells with  similar VCN were  selected  for  induced  erythroid 
differentiation and the following two experiments (Exp2 and Exp3) were performed using the same 
MOIs (Table 10). Worth noting is the extensive cell death observed in the samples transduced with 
pLKO.I  shIVSI‐110_Up  in all  three experiments, even though  in  the 2nd and 3rd experiment we also 




permissive  to  LV  transduction.  Moreover,  apart  from  the  high  cell  death  post‐transduction  in 
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addition  of  MOI  10  used  for  pLKO.I  shIVSI‐110  Up  in  all  the  experiments  (Experiments  1–3),  we  used  also  MOI  5  in 
experiments 2 and 3 in an attempt to reduce the observed increased toxicity seen with former MOI. 
  MOI 









pLKO.I  shScramble  in  three  independent  experiments  (exp  1–3).  VCN  was  determined  after  ~20  days  of  culture  post‐






were  differentiated  in  induction medium  (cRPMI  supplemented with  1.5%  DMSO)  along with  the 
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 Effect  of  shIVSI‐110  RNAs  on  transcript  levels  in  transduced  MEL  MA821IVSI‐110 3.2.5.1.1
clonal cells 





of  the  aberrant  mRNA  relative  to  the  negative  controls,  shScramble  and  untransduced  cells.  In 
particular, cells transduced with pLKO.I_shIVSI‐110 Down on day‐3 showed a decrease in the average 
fraction  of  the  aberrant  mRNA  from  71.3%  to  50.3%  and  on  day‐6  from  76.4%  to  34.7%.  The 
decrease of the fraction of aberrantly spliced HBB mRNA and therefore a corresponding increase in 
the  level  of  the  normal  transcript  was  more  pronounced  at  day‐6  of  differentiation  (Figure  35). 
Furthermore,  statistical  analysis  of  the  ratios  of  correct/aberrant  (c/a)  HBB  mRNA  in  all  three 
experiments, showed a significant increase in this ratio of the samples transuded with pLKO.I shIVSI‐
110  Down  LV  compared  to  the  corresponding  untransduced  negative  controls  from  0.4  to  1.0  (p 
value = 0.0136) and from 0.31 to 2.0 (p‐value < 0.0001) at day‐3 and day‐6, respectively (Figure 36). 
A  similar  pattern  is  evident when data  are  calculated as  the percentage  change  in  the  fraction of 
correctly or aberrantly spliced HBB mRNAs compared to the untransduced cells. These results show 




of  cells  transduced  with  the  pLKO.I  shIVSI‐110  Down  LV.  However,  this  analysis  only  indicated 
proportional changes of the two variants, not the absolute quantities of the two variants. Therefore, 
although  a  silencing  effect  is  observed  when  the  shIVSI‐110  Down  is  used,  we  cannot  discern 


































































































































































































































































































D3 shIVSI‐110 Down   *     – p value 0.0136 












D3 shIVSI‐110 Down   ***   (c)  – p value 0.0003 
D3 shIVSI‐110 Down   ***   (a)  – p value 0.0003 
D6 shIVSI‐110 Down   ****   (c)  – p value 0.0001 




140 | P a g e  
 
 Effect of shIVSI‐110 RNAs on HBB protein  levels  in  transduced MEL MA821IVSI‐110 3.2.5.1.2
clonal cells 
Differentiated  transduced  MEL  MA821  HBBIVSI‐110  cells  were  harvested  on  day‐6  for  protein 
extraction  and  analysis  of  HBB  chain  expression  on  immunoblots  based  on  band  density 
quantification  (section 2.14.3). The  levels of HBB protein expression  is normalised by  reference  to 
the  level of degree of differentiation  (levels of murine Hba1/2 chains). Also,  staining  for Actb was 
used as a protein  loading control. All  three  independent experiments displayed  the  same banding 
pattern for HBB, with a clear noticeable increase in samples transduced with the two pLKO.I shIVSI‐
110 Mid and Mid2 LVs (Figure 38). Quantification and normalisation of band intensities showed an 
increase  in  the  HBB/Hba  ratio  of  4‐37  fold  compared  to  the  untransduced  negative  controls.  In 
addition, HBB/Hba levels between samples transduced with the pLKO.I shIVSI‐110 Mid and Mid2 LVs 
within the same experiment were similar, indicating that the TTTT > TTGT substitution did not have 
any profound effects on  the  expression of  shRNA or  activity.  Samples  transduced with  the pLKO.I 




In order  to analyse protein data  from all  three  independent experiments  together, data were  first 
normalized  by  setting  at  100%  the  sample  with  the  highest  value  for  each  tested  parameter, 
HBB/Hba or levels of differentiation Hba, in each experiment. Protein analysis of data from all three 
experiments together showed, as expected, that samples transduced with the pLKO.I shIVSI‐110 Mid 





level  of  differentiation based on  the  amount  of Hba  chains,  indicated  that  among  all  the  samples 
only the untransduced cells had significantly higher levels of differentiation compared to the shIVSI‐
110  Mid2  (by  55.1  %;  p  value  =  0.0135),  shIVSI‐110  Down  (by  46.5  %;  p  value  =  0.0423)  and 
shScramble (by 52 %; p value = 0.0205) (Figure 39). 
These  data  indicate  that  both  shIVSI‐110  Mid  and  Mid2  increased  significantly  the  synthesis  of 
functional HBB chains in transgenic MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN 1 clonal cells even though the ratio of 
the  two HBB mRNA variants  remained  stable.  Importantly  and  to our  surprise,  for  shIVSI‐110 Mid 
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and  Mid2,  the  observed  increase  of  HBB  chains  derived  solely  from  the  translation  of  the 
endogenous normal HBB mRNA and not from the addition of extra functional HBB transgene to the 
cells. These immunoblot data show a discrepancy between the significant increase of HBB transcript 




  Experiment 1  Experiment 2  Experiment 3 
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Figure  39:  Percentage  of  erythroid  differentiation  (via  Hba)  and  differentiation‐normalised  HBB  chain  levels  (via 




tested  among  all  samples.  Only  shIVSI‐110  Mid  and  Mid2  cells  showed  a  significant  increase  in  the  differentiation 




shIVSI‐110 Mid     ****   HBB/Hba – p value 0.0001 
shIVSI‐110 Mid2    ****   HBB/Hba – p value 0.0001 
shIVSI‐110 Mid2     *   Hba  – p value 0.0135 
shIVSI‐110 Down     *   Hba  – p value 0.0423 
shScramble     *   Hba  – p value 0.0205 
* p < 0.05, ** p < 0.01*** p < 0.001, **** p < 0.0001. 
 Assessment of translation advantage of shIVSI‐110 in hCD34+ cells 3.2.6
Since  encouraging  initial  data were  obtained  in  the  transgenic MEL M821 HBBIVSI‐110  VCN  1  clonal 
cells with the shIVSI‐110 LV constructs, these vectors were then tested a series of experiments with 
‐thalassaemia patient‐derived CD34+ cells  harbouring  the  IVSI‐110 mutation.  The effect of  shIVSI‐
110 was assessed alone or in combination with the HBB LV at the translational level.  
In the first instance, single transductions of pLKO.I shIVSI‐110 LVs were tested on normal and HBBIVSI‐
110patient‐derived  hCD34+ cells.  In  general,  1x106  cells  were  thawed  from  liquid  nitrogen  storage, 
cultured for 24hr and then transduction conducted with 1x106 cells/sample.  
The  first experiment  (pilot) was performed with  the  same MOIs used  for  the  transduction of MEL 
MA821  HBB  IVSI‐110  cells  (data  not  shown).  Assessment  of  VCN  via  multiplex  qPCR  allowed  the 
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adjustment of  the MOIs  in order  to have similar  (VCN ~5)  in all  samples  for  the next experiments 
with normal and HBBIVSI‐110patient‐derived hCD34+ cells. Transductions were performed in duplicate, 
in which  pLKO.I  shScramble  and  an  untransduced mock were  also  included  to  serve  the  negative 
controls. Cells were  cultured  for  48 hr before proceeding  to  induced erythroid differentiation.  For 





days.  It was observed that during the 48 hr recovery period  in expansion culture,  transduced cells 
look healthy and continue to divide with low cell death. Conversely, when they were transferred to 
differentiation  medium,  cells  are  stressed  and  resulting  in  an  increased  cell  death  (Figure  40). 
Therefore, in general based on the state of the cultures regarding cell death (fragmented cells) and 
stage of differentiation  (reddish cells), cultures were terminated on days 4‐5. Analysis of all globin 




Further  to  the  single  transduction  experiments  with  all  the  pLKO.I  shIVSI‐110  RNAs  LVs,  it  was 
decided  to  focus  experiments  to  the  most  promising  pLKO.I  shIVSI‐110  LV,  Mid,  alone  or  in 
combination  with  the  MA821  HBBNormal  LV.  Both  Mid  and  Mid2  displayed  similar  results  in  MEL 
experiments  and  therefore  the  presence  of  the  TTTT  repeat  did  not  impair  the  expression  of  the 
shRNA, at  least not to a detectable level. Hence experiments were conducted with the unmodified 
version Mid.  In  addition,  expression  of  the  shIVI‐110  RNAs  in  future  applications  on  hCD34+ cells 
would be driven by erythroid specific promoters such as an HBB promoter‐LCR combination, which 
are  used  by  RNA  pol2.  Therefore  the  presence  of  the  TTTT  would  not  interfere  with  the  shRNA 
expression anyway. Panayiota Papasavva, after shared experimentation in the preceding cell culture 
and  single‐construct  transduction,  conducted  much  of  the  subsequent  experimentation  in  this 
section  under  my  direct  supervision,  including  primary  cell  cultures,  double  transductions,  VCN 
measurements and scoring of cytocentrifugation samples and in silico analysis of HPLC data, towards 
receipt of an MSc from the Cyprus School of Molecular Medicine. 















method  235.  As mentioned  above,  in  the  first  single  transduction  experiments  with  all  the  pLKO.I 
shIVSI‐110  LVs,  Up,  Mid,  Mid2,  and  Down,  cells  for  VCN  quantification  were  collected  prior  to 
erythroid differentiation of cultures (48‐post‐transduction), whereas in the latter single and double 
transduction experiments with  the pLKO.I  shIVSI‐110 Mid and  shScramble,  cells were  collected on 
the  last  day  of  differentiation.  This  gave  more  accurate  and  reliable  results,  since  increased  cell 
death was observed when transduced cells were transferred for induced differentiation. This could 
lead to an overestimation of the average VCN, since the constitution of the population changes.  In 






On  one  hand,  quantification  of  samples  from  cells  transduced  with  the  pLKO.I  shIVSI‐110  and 
shScramble exhibited very high VCN of ~25.5. Whilst on the other hand, cells  transduced with the 




probably  caused  by  off‐target  effects  from  the  high  expression  of  shRNA,  increased  genome 
instability  and  disruption  of  vital  genes  245.  In  addition,  increased  cell  death was  observed mainly 
only when cells were  transferred  to  the differentiation medium. Alteration of  the culture medium 
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Samples  in  which  the  VCN  quantification  was  assessed  on  the  last  day  of  differentiation,  are 
characterised by  lower  and more  consistent VCNs  among duplicates within  the  same experiment, 
compared to the samples were the VCN was assessed on day‐0 of differentiation (Figure 41). 






Average  VCN/cell  in  the  transduction  experiments with  all  pLKO.I  shIVSI‐110  LVs  (Up, Mid, Mid2,  Down) was measured 
before  induction of differentiation, which  is a  stage characterised with  relatively  low cell death. VCN  in  the  transduction 
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The  stage  of  erythroid  differentiation  of  hCD34+  samples  was  assessed  on  the  last  day  of 
differentiation  (day  4)  based  on  the  morphology  and  level  Hb  expression,  by  staining  for  May‐
Grünwald/Giemsa  stain  and  dianisidine,  respectively,  as  described  in  section  2.24.5.  Images  from 






relative  to  the  thalassaemic  untransduced  control, where  cells  are  at more  immature  stages with 
lower percentages of dianisidine positives . This is expected, since normal amounts of HBB chains are 
synthesised  in the healthy donor and their erythropoiesis  is not affected.  In a previous study, they 
showed  that  the  erythroid  differentiation  of  thalassaemic  cells  is  blocked  and  in  particular  they 
demonstrated  a  reduced  progression  of  the  cells  into  the  orthochromatic  normoblast  stage  and 
increased  levels  of  cell  death  at  the  polychromatophilic  stage  relative  to  the  normal  donor  or 
samples transduced with the GLOBE LV 115. 
Overall, differential counting (Figure 44) indicated a significant increase of the percentage of cells at 
late  stage  erythropoiesis  (Ortho+Ret)  in  samples  transduced  with  pLKO.I  shIVSI‐110  Up, Mid  and 
Mid2 and in double transduced with MA821 HBBNormal/shIVSI‐110 Mid. Differential counts on normal 
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erythropoiesis  relative  to  the  counts  on  untransduced  HBBIVSI‐110patient‐derived  cells,  whereas 
similar percentage of Hb expressing positive cells were identified (Figure 44).  
Overall,  these data comprises encouraging  indices  for correction of the thalassaemic phenotype  in 
cultures  expressing  the  shIVSI‐110  RNAs,  and  especially  with  shIVSI‐110 Mid  and Mid2,  in  which 
cultures are in mature stage of erythroid differentiation (Ortho+Ret) relative to the negative controls 
(shScramble and untransduced cells).  










derived‐  (THAL),  transduced  MA821  HBBNormal  HBBIVSI‐110patient‐derived‐  (THAL‐MA821  HBBNormal)  and  untransduced 
normal‐donor  derived‐  (ND)  CD34+ cells  on  day  4  of  induced  erythroid  differentiation.  THAL  and  THAL‐MA821 HBBNormal 
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proerythoblasts basophilic polychromatophilic orthochromatophilic reticulocytes
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Figure 44: Differential counting of transduced patient‐derived CD34+ cells. 
(Top  panel)  Percentage  cell  number  for  each  erythroblasts  population  after  differential  counting  of  May‐  Grünwald  ‐
Giemsa‐Dianisidine  stained  cytocentrifugation  samples  from  day‐4  erythroid  differentiated  cultures  of  β‐thalassaemia 
HBBIVSI‐110patient‐derived CD34+ (n=3)  (THAL). THAL cells were transduced with pLKO.I_shIVSI‐110  (Up, Mid, Mid2, Down) 
and  shScramble  LVs  or  double  transduced  with  MA821_HBBNormal  LV  and  pLKO.I_shIVSI‐110_Mid  or  shScramble. 
Untransduced (mock) samples serve the negative controls, whereas counts of untransduced (Mock) normal donor serve the 
positive control. 
(Bottom  panel)  Percentage  of  late  stage  erythropoiesis  and  Hb  expressing  cells  (Dianisidine  positive  cells).  Statistical 
differences of the percentage of late stage erythropoiesis and Hb expressing cells were tested relative to the untransduced 
negative  control.  Patient‐derived  CD34+ cells  transduced  only  with  pLKO.I  shIVSI‐110  Up,  Mid,  Mid2  (single  trans.)  and 
pLKO.I shIVSI‐110 Mid in combination with MA821 HBBNormal (double trans.) indicated a statistical significant increase of the 
percentage  of  cells  in  the  late‐stage  erythropoiesis  (orthochromatophilic  and  Reticulocytes,  black  bars)  relative  to  the 
untransduced  cells.  The  double  trans.  shIVSI‐110  Mid  exhibit  a  significant  increase  of  percentage  of  cells  expressing 
haemoglobin  (Hb)  (dianisidine  positive)  compared  to  the  untransduced.  Percentage  of  cells  in  the  late  stage  of 
erythropoiesis was significantly higher in normal donor samples compared to the patient‐derived CD34+ untransduced cells. 




shIVSI‐110 Up       *  Ortho+Ret  – p value 0.0290 
shIVSI‐110 Mid       ****  Ortho+Ret  – p value 0.0056 
shIVSI‐110 Mid2      ****  Ortho+Ret  – p value <0.0001 
MA821 HBB/lshIVSI‐110 Mid    **  Ortho+Ret  – p value 0.0085 
Normal donor       ****  Ortho+Ret  – p value <0.0001 









Our  aim  is  to  increase  the  therapeutic  potential  of HBB‐based  LVs,  by  reducing  the  competition 
between  the  two HBB  variants  for  translation  factors  via  knocking‐down  specifically  the  relatively 
stable  aberrant  HBB  transcript.  Transduced  cells  were  harvested  on  days  4–6  post‐erythroid 
differentiation for protein extraction and analysed by HPLC for HBB chains. In general, approximately 
1x106 differentiated cells are sufficient for HPLC analysis. The HBB expression levels are given as the 
ratio  of  the  peak  areas  of  HBB  to  HBA  chains,  whereas  comparisons  are  determined  as  the 
percentage change of the ratios relative to the untransduced (negative) control. 
Analysis  of  protein  extracts  from  differentiated  patient‐derived  CD34+ cells  transduced  with  only 
pLKO.I  shIVSI‐110  shRNAs  showed  a  significant  increase  in  the  percentage  HBB/HBA  chain  ratio 
compared  to  the  untransduced  control  from  31.87±16.09%,  44.00±20.57%  and  29.28±26.54%  in 
samples  transduced with  the shIVS‐110 Mid  (n=7, p value = 0.0031), Mid2  (n=3, p value = 0.0019) 
and Down  (n=3, p  value  =  0.041),  respectively.  A marginal  increase was  also  detected  in  samples 
transduced  with  shIVSI‐110  Up  and  shScramble,  by  10.39±8.69%  (n=3)  and  8.18±10.20%  (n=3) 
compared  to  the  untransduced  0.00±4.00  (n=9)  samples  respectively,  albeit  not  statistically 
significantly (Figure 46). 
Since in all the MEL experiments the shIVSI‐110 Mid and Mid2 constructs showed similar results, in 
all  probability  the  TTTT  in  the  sense  sequence  strand  of  MID  does  not  negatively  affect  its 
expression. Taking in account all the above, two independent experiments with single transduction 
and  double  transduction  of  patient‐derived  CD34+,  with  pLKO.I_shIVSI‐110  Mid  alone,  or  in 
combination  with  MA821  was  undertaken.  Theoretically,  addition  of  the  MA821  HBBNormal  will 





HBB  background  to  59±15.65%  (n=4;  p  value  0.003).  Double  transduction  with  shScramble  also 
showed higher levels of the HBB chains with a 35.4±23.52% (n=4) change being observed compared 








of  the HBB  chains  in  samples  transduced with  only  the  shIVSI‐110 Mid  (31.87±16.1%;  n=7), Mid2 
(44±20.67%;  n=3)  and  Down  (29.28±26.54%;  n=3)  reached  or  even  exceed  the  HBB  chain  levels 
(27.2±15.63%; n=4) obtained in samples containing the MA821 HBBNormal LV at an average VCN ~2.7 
in  patient‐derived  CD34+  cells.  The  HBB  chains  levels  in  cells  transduced  with  shScramble  LV 









correctly spliced mRNA, at  least not at a degree that would result  in an observed decrease  in HBB 
chains  below normal  levels. On  the  contrary,  an  increase  in HBB  chains  is  detected,  even  in  cells 
isolated  from normal donors, where no shIVSI‐110 RNA targets would be expected and where the 
only available target for shIVSI‐110 RNAs would be incompletely processed pre‐mRNAs or aberrant 
transcripts  derived  from  the  endogenous HBB gene.  Abundant,  chimeric  aberrant HBB  transcripts 
were reported for  lentiviral  integration of the GLOBE‐encoded HBB 246, and it has been shown that 
alternative  splicing  coupled  with  NMD  is  used  by  cells  to  regulate  gene  expression  post‐
transcriptionally  247.  Interpreting  the  data  in  Figure  45  in  this  light  and  postulating  accelerated 
clearance  of  naturally  occurring  aberrant  transcripts  by  action  of  shIVSI‐110  RNAs  is  therefore 
tempting. However, these data are based on a single experiment and for the normal sample do not 
tie  in  with  publications  in  the  field,  which  presently  provide  no  prior  reports  of  abundant  and 
potentially interfering aberrant transcripts for the normal HBB endogene. In the absence of further 
data,  interpretation  of  apparent  shIVSI‐110‐RNA‐enhanced  HBB  expression  in  normal  samples  is 
therefore unprofitable.  
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competition  in  the murine  system  is  higher  because  of  additional  expression  of  the  endogenous 
murine  Hbb‐b1/b2.  In  the  cases  where  increased  competition  between  the  two  variants  was 
attempted  by  co‐transduction  of  the  shIVSI‐110 Mid  and MA821 HBB  LV,  the  level  of HBB  chains 






that  in  liquid  cultures  of  patient‐derived  CD34+ cells  the  ratio  of  HBB/HBA  chains  are  high  (0.41) 
compared to what could be expected in thalassaemic patients (0.08‐0.2). Therefore, although these 





Percentage  change  of  the  HBB:HBA  chain  ratios,  measured  by  HPLC,  of  transduced  hCD34+  cells  compared  to  the 
untransduced  negative  (‐ve)  controls  in  each  experiment  (experiments  1–4)  after  4–5  days  of  induced  erythroid 
differentiation. In experiments 1–2 all versions of the shIVSI‐110 RNAs were tested on A and B patient‐ or normal‐ derived 
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Representation  of  the  percentage  (%)  change  in  the  HBB:HBA  chain  ratio  in  transduced  cells  from  all  experiments  in 
patient‐derived cells relative to the untransduced control. In this set of experiments, in addition to the single transductions, 
cells  were  also  transduced with  the MA821  HBBNormal  LV,  (double  transductions,  experiment  3–4,  duplicates).  Statistical 





MA821 HBB/ shScramble    **   – p value 0.0025 
MA821 HBBNormal      *  – p value 0.0276 
shIVSI‐110 Mid      **   – p value 0.0011 
shIVSI‐110 Mid2       ***   – p value 0.0007  
shIVSI‐110 Down      *   – p value 0.0344 
MA821 HBBNormal control compared to: 
MA821 HBB / shIVSI‐110 Mid   *   – p value 0.003 
Untransduced control    *   – p value 0.0276 
* p < 0.05, ** p < 0.01*** p < 0.001, **** p < 0.0001. 
 Conclusions: Gene addition 3.2.7
In  this  section,  the  development  of  a  novel  gene  addition  approach  for  personalised  GT  for  β‐
thalassaemia mutations that lead to persistent and non‐functional mRNA, such the HBBIVSI‐110(G>A) has 
been described. HBBIVSI‐110 (G>A)  is a misspliced mutation, which leads mainly to the production of an 
aberrant  HBB  variant  mRNA  containing  19  nt  of  intron‐1  sequences  and  the  formation  of  a  pre‐
mature  termination  codon  (PTC)  recognised  in  turn  by  the  NMD  pathway  with  aberrant  mRNA 
targeted  for destruction  86. Although,  the majority of pre‐mRNA  is aberrantly spliced, a  fraction of 
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We  believe  that  the  presence  of  the  aberrant mRNA  competes with  the  correctly  spliced mRNA, 
endogenously‐ or vector‐ derived,  for  translation  factors and  thus compromises normal HBB chain 
production.  Our  hypothesis  is  based  on  preliminary  data  from  the  direct  comparison  of  the 
expression level from the T9W HBB lentiviral vectors with and without ankyrin insulator elements in 
patient‐derived CD34+ cells with β0  and β+  thalassaemia  222.  Similar  to  the  findings presented here 
these authors showed that HBBIVSI‐110 aberrant mRNA is more stable than HBBcd39 mRNA and that it 
consists on average 49% of total HBB mRNA. They showed that whereas HbA levels in differentiated 
T9W‐tansduced  β0  CD34+ cells  increased  in  a  VCN  dependent manner,  T9W‐tansduced  CD34+ cells 
from β+/+ and β0/+ patients produced  little or no HBB chains, even though high  levels of  transgenic 
HBB  mRNA  was  detected  implying  the  presence  of  competition  between  two  HBB  variants  for 
translational factors. This competition for translation was overcome with the addition of the Ankyrin 
insulator  element  on  T9W,  AnkT9W, which  allowed  the  high  expression  of  the  HBB  transgene  at 
earlier stages of erythroid differentiation 222. 
In  addition,  if  the  proposed  hypothesis  is  valid  and  the  presence  of  this  competition  has  a  direct 
impact on the amount of HBB chains that is synthesised, this limits the therapeutic potential of HBB‐
based LVs, such the MA821 HBBNormal LV (GLOBE) 115. Consequently, this means that in such instances 
LV‐corrected  cells  may  need  to  present  at  higher  numbers  in  order  to  become  therapeutic, 
increasing at the same time the risk for insertional mutagenesis, activation of proto‐oncogenes and 




competition  between  the  two HBB mRNA  variants  (IVSI‐110  and wild‐type) with  the  use  of  short 
hairpin RNAs specific for targeting the aberrant mRNA. A total of four shIVSI‐110 specific RNA (Up, 
Mid, Mid2 and Down) were designed and produced and expressed from within pLKO.I LV vectors.  
The  initial  aim was  the  simultaneous  expression  of  both wild‐type HBB  transgene  and  shIVSI‐110 
RNAs from the same construct,  in which the shRNA was cloned at a specific site  in  Intron‐II of  the 
HBB transgene. Therefore, with the splicing of the HBB pre‐mRNA the shRNA would be released with 
intron‐2 and proceed with knock‐down of the aberrant mRNA. Although, all MA821 HBB shIVSI‐110 
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though  the  transgene  was  expressed.  This  implied  that  the  cloning  site  and  context  around  the 
shRNA is not suitable to be recognized and processed accordingly by DICER.  
Therefore,  before  proceeding  to  a  more  complicated  delivery  and  expression  system,  proof  of 
principle was attempted by delivering and expressing the IVSI‐110 mutant mRNA specific shIVSI‐110 






not  observed which  implies  that maybe  shIVSI‐110 Mid/Mid2  increase  the  translation  rate  of  the 
correctly  spliced  HBB  mRNA,  rather  via  translation  repression  of  than  RNA  degradation  of  the 
aberrant mRNA. Translational advantages were also observed  in experiments with patient‐derived 
CD34+  cells.  One  of  the  most  impressive  outcomes  from  these  experiments  came  from  the 




HBB mRNA with  shIVSI‐110 RNA,  and  in particular Mid and Mid2,  is  able  to  increase  the  levels of 
HBB/HBA chain ratio by 30‐44% of background levels. Although no knock‐down effect was detected 
in MEL experiments with the Mid and Mid2, we believe that the increase of the HBB chain synthesis 
is  the result of reducing the competition at a point where the availability of  translation  factors  for 
the correctly spliced mRNA is increased. However further experiments need to be performed for the 
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 Genome editing approach 3.3










 Experimental strategy 3.3.2




spliceosome  but  at  a  low  frequency  (10‐20%),  which  means  that  there  is  some  production  of 
functional  HBB  chains  but  is  not  sufficient  to  provide  a  transfusion  independent  thalassaemia 
intermedia phenotype 82,90,241.  
Hypothesis 
It  is  hypothesised  that  disruption  of  the  alternative  SA  site  (AG),  produced  by  the  HBBIVSI‐110(G>A) 
mutation will  force  the  spliceosome  to  use  the  normal  SA  site,  and  therefore  restore  the  correct 
splicing of HBB pre‐mRNA. In order to achieve this, a number of genome editing nucleases specific 
for  the  region  around  HBBIVSI‐110(G>A)  mutation.  These  genome  editing  tools  include  a  single  RGEN 
specific to create a DSB on the mutation and several TALEN pairs, which theoretically creates a DSB 
upstream of the mutation. Targeted DSBs can then be repaired by the HDR or NHEJ repair pathways. 
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 Up to now the gene correction strategy that is been followed by most of the groups, is through the 
HDR  pathway with  the  aim  to  complete  accurate  correction  of mutations,  in which  a  donor DNA 
template with the wild type sequence  is provided as template to be used for HR. As mentioned  in 




BM  with  normal  hCD34+  cells  is  sufficient  to  provide  adequate  therapeutic  benefit  to  render  a 
thalassaemic patient transfusion independent. This is mainly due to the full differentiation potential 
of  normal  or  corrected  hCD34+ and  the  survival  advantage  of  normal  RBC  over  their  thalassaemic 
counterparts. This makes the therapeutic approach presented here more feasible, since in principle 
only a fraction of corrected cells is required to rescue the thalassaemic phenotype in patients. 




Briefly,  the  CRISPR/Ca9  genome  editing  system  has  two  components:  a)  the  gRNA,  which  is  an 
engineered fusion RNA molecule derived from the two RNA molecules originally found  in bacteria, 
the  CRISPR  RNA  (crRNA)  and  trans‐activating  crRNA  (tracrRNA),  and  b)  the  non‐specific  CRISPR‐
associated  endonuclease  (Cas9).  The  gRNA  contains  the  scaffold  sequence,  which  is  required  for 
binding to Cas9 and the target sequence (20 nt), which is necessary for the RGEN specificity to DNA 
target  sequence.  The  specificity  of  the  RGEN  system  is  driven  by Watson  and  Crick  base  pairing 
between  the  20  nt  guide  sequence  on  the  gRNA  and  target  genomic  sequences  (gDNA),  and  the 
presence  of  the  Cas9‐specific  protospacer  adjacent  motif  sequence,  also  known  as  the  PAM 
sequence, immediately downstream of the target sequence. Different Cas9 enzymes have different 
PAM  sequences, with  the  Cas9  from  Streptococcus  pyogenes  and  its  PAM  sequence  of  5’‐NGG‐3’ 
being  used  in  this  study.  CRISPR/Cas9  complex  initially  starts  to  bind  to  all  the  sites  with  the 
appropriate PAM sequence and  if  the guide  sequence of  the gRNA also matches with  the binding 
sequence,  a  DSB  is  produced,  3‐4  bases  upstream  from  the  PAM  sequence.  According  to  the 
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 TALENS 3.3.3.2
Transcription  activator‐like  effector  nucleases  (TALENs)  are  specific  endonucleases  and  they were 
engineered  by  fusing  the  TALE’s DNA  binding  domain with  the  endonuclease  domain  of  the  FOKI 
restriction enzyme. The TALE DNA binding domain is composed of 13–28 repeat monomers of 33–35 
amino  acids.  Each  monomer  is  able  to  recognise  and  bind  a  single  nucleotide.  The  amino  acid 
sequence of each monomer is highly conserved with the exception of the 12th and 13th amino acids, 
which  are  also  known  as  repeat  variable  di‐residues  (RVD).  The  specificity  of  each  monomer  is 







constructs.  The  assembly  method  is  based  on  Type  SII  restriction  enzyme  sites,  BsaI,  which  the 
cleavage of DNA occurs at  a different  location  than  the DNA  restriction  site.  Therefore, monomer 
constructs  from  the  kit  plasmid  library  are  selected  based  on  their  position  on  the  TALEN  and 
digestion  with  BsaI,  modules  containing  the  desired  RVD  are  released  from  the  constructs  with 
unique overhangs, which lead to an ordered ligation on monomers to specific level II vectors forming 
the  three  intermediate  multimers  (1–3).  Similarly,  in  the  second  step  the  three  multimers  are 




III  vector  contains  a  KanR  gene,  whereas  the  monomers  and  multimers  I‐III  hold  resistance  to 
ampicillin. 
The  two  key  requirements  for  finding  a  target  site  for  TALENs  are:  a)  binding  site  of  each  TALEN 
monomer  should  be  preceded  by  a  thymidine  (T)  and  b)  the  distance  of  the  binding  site  of  each 














with the RVD NN. However, NN can also bind with  less affinity  to adenosine  (A). The assembly kit 

















repeats  of  three NN  (G  or  A) modules  (red  to  yellow  gradient) with  the more  specific  but  less  efficient NK  (G) module 
(yellow). Substitution of NN to NK modules in the modified versions of Right TALEN monomer is: R1: 0 out of 6, R2: 2 out of 
6, R3: 4 out of 6 and R4: 6 out of 6. Substitutions of NN to NK  increase specificity and decrease the affinity of the Right 




One  of  the  major  concerns  with  genome  editing  is  the  off‐targeting  potential  of  the  designer 
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 Off‐targeting potential of RGEN 3.3.3.3.1
In  general,  RGEN  is  not  expected  to  be  active  at HBD  since  alignment  of HBBIVSI‐110(G>A)  with HBD 
sequences indicates that there are 6 mismatches between the target sequence of the HBB RGEN and 
HBD,  with  five  of  them  within  the  crucial  seed  sequence  of  the  gRNA,  which  is  less  tolerant  to 
mismatches. In addition, alignment skips two base pairs on the HBD sequence and therefore no PAM 
sequence on HBD  (Figure  49).  Prediction of HBBIVSI‐110  specific  RGEN off‐target  potential  using  the 
MIT  CRISPR  design web  tool  (http://crispr.mit.edu/),  estimated  264  off‐target  sites  in  the  human 
genome of which 15 are in genes. As expected the highest score (38) is against normal HBB with 1 
mismatch  (the HBBIVSI‐110 (G>A)), whereas  the  rest of  the  genes  scored ≤1 and none of  them  in HBD 
(Table 20). 
 Off‐targeting potential of TALENs 3.3.3.3.2
Analysis  of  the  HBB‐targeting  TALEN  pairs  off‐target  potential  using  the  PROGNOS  web  tool 
(http://bao.rice.edu/Research/BioinformaticTools/prognos.html),  set  with  tolerance  of  up  to  6 
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 Figure 49: Nucleotide blast alignment of HBBIVSI‐110(G>A) target site verses HBD.  
Binding  sites  on HBBIVSI‐110(G>A)  are  indicated  as  arrows  for HBB  TALEN monomers,  green  line  for HBBIVSI‐110  RGEN  (PAM 
sequence  in blue). The HBBIVSI‐110(G>A) mutation  is highlighted  in  red. Exon 2 sequences are highlighted  in orange and  the 
normal  splice  acceptor  sites  are  in  rectangles  for  both  aligned  genes.  Red  line  indicates  the  expected  site  of  the  PAM 
sequence on HBD, which is not functional since it not NGG. 
 Characterisation of TALEN constructs at a protein level 3.3.3.4
TALENs are  relatively  large proteins and  therefore besides  the  typical  confirmation at  the plasmid 
DNA  level  by  restriction  enzyme  test  digests  and  Sanger  sequencing  (data  not  shown),  the 
expression  of  the  expected  protein  size  (~110  KDa)  was  confirmed  by  immunoblots  on  protein 
extracts  (30g)  of  transfected  HEK293T  cells  with  single  TALEN monomer  constructs  (Figure  50). 
TALENs are expressed  from the pVAX vector with HA‐TAQ fused at the N‐terminal of the proteins, 
which is used for the detection of the each TALEN on immunoblots using an anti‐HA antibody. All the 
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 Characterisation of targeted disruption efficiency of HBBIVSI‐110 ‐ specific designer 3.3.4







the HBBIVSI‐110 (G>A)  target mutation  is  amplified by  PCR,  and  therefore  slightly different  size  of  PCR 
products  are  produced,  due  to  the  presence  of  INDELs.  When  the  chimeric  PCR  population  is 





bands  indicates  the  percentage  of  INDELs  in  the  population  and  subsequently  the  percentage  of 




positive  controls  for  the  methods  and  pUC118  and  untransfected  cells  as  nuclease‐free  negative 
controls. Cells were co‐transfected with equal amounts of a pRK5.mCherry construct (50 ng) for the 
assessment  of  transfection  efficiency.  Transfection  efficiency was  similar  in  all  samples  (~55‐62%) 




to  background with  cleaved  bands  of  4.8%,  2.19%  and  0.9%  for HBB  TAL  R1/L1,  R1/L2  and  RGEN 
(Figure  51  &  Figure  52).  These  results  are  in  agreement  with  the  in  silico  predicted  off‐targeting 
potential  (section  3.3.3.3.1), where  the  highest  possibility  for  off‐targeting  on HBD was with  HBB 
TALEN pair R1/L1. Noteworthy is the fact that HEK293T cells have normal HBB, whereas the HBBIVSI‐
110  RGEN  target  sequence  includes  the HBBIVSI‐110(G>A) mutation  and  this mismatch might  impair  its 
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disruption efficiency of HBB TALEN R1/L1  (lane 1) and R1/L2  (lane 2) on  the HBB  locus  relative  to  the negative control 
pUC118 transfected cells (lane 3). Lanes 4, 5, 6 and 7 show the parallel off‐target potential of the both HBB TALEN pair 














percentage  of  GFP  positive  cells,  easily  and  accurately  detected  by  flow  cytometry.  This  reporter 
construct was transiently co‐transfected into HEK293T cells with the HBB‐specific designer nucleases 
(TALENs and RGEN),  along with a mOrange  transfection  reporter  construct.  In addition, cells were 















death  remained  below  10%  (Figure  54).  In  order  to  avoid  differences  in  the  GFP  positive  cell 




for  the  assessment  of  targeted  disruption  efficiencies,  as  reduction  of  the  percentage  of  GFP  positive  cells  or  mean
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population due to differences in transfection efficiencies or cell death, we focused our analysis only 
on  the  mOrange‐positive  and  live  (SYTOX  Red‐negative)  population.  All  HBBIVSI‐110  TALEN  pair 




to  the  HBBIVSI‐110‐GFP  reporter  nuclease‐free  negative  control,  respectively,  exceeding  even  the 
activity of the GFP‐specific designer nucleases, 40% TALEN and 43% RGEN (p value = 0.0001). Pairs 
with the HBBIVSI‐110 TAL R2  (substitution of 2 out of 6 NN>NK modules) showed  lower activity than 
TALEN combinations with R1 monomer, by ~40%  (p value  =  0.0001)  and ~55%  (p value  = 0.0001) 
when  paired  with  L1  and  L2,  respectively.  Combinations  of  both  left  TAL  monomer  with  R3 
(substitution  of  4  out  of  6  NN>NK modules)  and  R4  (substitution  of  6  out  of  6  NN>NK modules) 
monomers showed even less activity, 16% (p value = 0.0055), 17% (p value = 0.0022) for L1/R3 and 
L1/R4  and  50%,  55%  (p  value  =  0.0001)  for  L2/R3  and  L2/R4,  but  with  no  significant  difference 
between  them.  In  addition,  all HBBIVSI‐110  TAL  pair  combinations with  L2 monomer  (10  bp  spacer) 
showed higher targeted disruption efficiency than those with L1 (13bp spacer). This might be due to 
higher  binding  efficiency  of  the  TAL  L2 monomer  than  L1  and/or  because  of  the  shorter  spacer, 
which  could  increase  the  frequency  of  FokI  dimerization.  In  the  case  of  HBBIVSI‐110  RGEN  the 
percentage of GFP positive cells in the live mOrange positive population dropped by 25% (p value = 
0.0001)  relative  to  the  nuclease‐free  negative  control.  The  percentage  of  GFP+ cells  in  both CCR5 









of  2  out  of  6 NN>NK module  (R2 monomer)  significantly  decreased  targeted  disruption  efficiency 
when paired with L1 or L2 monomers to the ½ relative to those paired with unmodified R1 monomer 
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(p value = 0.0001)  relative  to pairs with R1, whereas  in combination with L2 monomer no  further 





reduction  in  the percentage of both GFP+ cells  (~59%; p value = 0.0001) and MFI  (~35%; p value = 
0.0001), in live mOrange‐positive cells relative to the nuclease‐free negative control. In contrast, the 




Figure  54:  Transfection  efficiencies  measured  as  mOrange  positive  cells  (orange  bars)  and  cell  death  as  SYTOX  Red‐
positive cells (red bars) measured via flow cytometry.  
Experiments  were  conducted  in  the  triplicate  by  transient  transfection  of  HEK293T  cell  for  the  assessment  of  targeted 
disruption of the HBBIVSI‐110‐GFP reporter gene construct. Cells were transfected with all HBB TALEN combination (L1/R1–4 
and L2/R1–4), the HBBIVSI‐110 RGEN, CCR5 TALEN and RGEN, and GFP TALEN or RGEN, with CCR5‐ and GFP‐ specific nucleases 












































the  live  (SYTOX  Red  negative)  and  mOrange  positive  transiently  transfected  HEK293T  cell  population  compared  to  the 
nuclease free negative control (HBBIVSI‐110GFP reporter). Data obtained from duplicates in three independent experiments. 
Left  panel:  targeted  disruption  efficiency  quantified  as  a  reduction  of  the  percentage  of  GFP  MFI  in  live  (SYTOX  Red 
negative) and mOrange positive HEK293T cell population compared  to  the nuclease  free negative  control  (HBBIVSI‐110GFP 
reporter). Data obtained from duplicates in three independent experiments. Statistical differences in the percentage of GFP 
positive cells and GFP MFI for all samples was tested compared to the HBBIVSI‐110 GFP reporter/mOrange negative control. 
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 Assessment of functional correction potential of designer nucleases in an 3.3.5
HBBIVSI‐110 transgenic MEL cell line 
Subsequent  to  the  assessment  of  targeted  disruption  efficiency  of  both  HBBIVSI‐110‐specific 
TALEN  pairs  and  RGEN  in  HEK293T  cells  (sections  3.3.4.1  and  3.3.4.2),  functional  correction 








variants  were  quantified  showing  45%  of  correctly  spliced  HBB  mRNA  with  the  remainder 
being aberrantly  spliced  (Figure 25). Analysis at  the protein  level showed, as expected a  low 
degree of functional HBB chains at ~5% compared to the normal counterpart MA821 (VCN ~2) 
(Figure 26). Since MEL cells grow in suspension, electroporation of plasmid DNA was used as a 
transfection method  for  introducing  the designer nucleases  into  these  cells, with  a  series of 
optimisation experiments being performed for the adjustment of the amount of plasmid DNA, 
number of cells and electroporation conditions  (voltage and capacitance), before proceeding 
to  the  genome  editing  experiments  (data  not  shown).  Briefly,  the  transfection  procedure 
consisted of electroporation of ~5 x 106 cells with 60 μg total plasmid DNA of which 1/3  is a 
CMV‐GFP  transfection  efficiency  reporter  construct  and  the  remaining  2/3  is  the  designer 
nuclease  construct  or  pUC118  nuclease‐free  negative  control,  in  0.4cm  cuvettes  and  final 
volume of 500 μL. The optimal electroporation settings in terms of transfection efficiency and 
cell  viability were: a)  voltage at 400 kV, b)  capacitance at 1050 μF and c)  infinite  resistance. 
Only the best combinations of HBBIVSI‐110 specific TALEN pairs, R1/L1 and R1/L2, and the HBBIVSI‐
110  RGEN  were  evaluated  in  this  system,  even  though  the  latter  showed  lower  levels  of 
disruption. Transfection efficiency and viability was assessed by  flow cytometry after 72hr of 
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 1st experiment on MEL MA821IVSI‐110 transgenic cells pool 3.3.5.1




The  first  round of  electroporation  showed a  similar percentage of  live  (SYTOX Red‐positive), 
GFP (positive) cells, 43.6%, 44.4%, 43.3% and 48.8% and relatively high cell death (SYTOX Red‐





not  show any activity  (Figure 56 & Figure 57). When cells  recovered  from  the  first  round of 
electroporation, a sample of the transfected MEL cell populations were subjected to a second 
round  of  electroporation  with  the  same  constructs.  Following  the  two‐rounds  of 
electroporation HBBIVSI‐110 TALEN R1/L1 and R1/L2, HBBIVSI‐110 RGEN and the pUC118 nuclease‐
free negative control cells showed a very low level of cell death namely 0.05%, 0%, 2.59% and 
0%  (SYTOX  Red‐positive  cells)  and  transfection  efficiency  (GFP+ cells)  60%,  40%,  32.4%  and 





    one – round transfection  two – round transfection 
 










































































































60 % of transfection efficiency
% of cell death




10x106  cells were  electroporated with  60  μg of  plasmid DNA  (40  μg  designer  nuclease/pUC118,  20 μg  CMV GFP 









MA821IVSI‐110  cells  as  a  negative  control.  Cells  were  harvested  on  days  3  and  6  post‐
differentiation and total RNA extracted. Assessment of the restoration of splicing was achieved 
via an optimised multiplex RT‐qPCR based on plasmid SC and two HBB variant specific probes 
as  described  (section  3.1.2.1).  Briefly,  using  a  plasmid  SC  of  the  pCR2.1  HBB  cDNANormal 
cDNAAberrant  plasmids  of  known  quantities  were  used  to  accurately  quantify  specifically  the 
number  of  molecules  of  both  HBB  mRNA  variants  (correct  and  aberrant)  from  which  an 
estimate  of  the  contribution  of  each  variant  as  a  percentage  in  the  total  population  was 





with TALEN pairs changed  the ratio of  the negative control  in  favour of  the correctly spliced 
HBB mRNA  in both  single‐round and  two‐round electroporation.  In  contrast,  treatment with 
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samples  electroporated  once  or  twice  in  an  attempt  to  increase  the  percentage  of  genome 
editing,  showed a considerable  increase of  restoration of  correct  splicing only  in  the case of 
TAL  R1/L1  pair.  These  data  are  in  agreement  with  the  percentage  of  targeted  disruption 
(Figure  56  &  Figure  57)  in  which  two‐rounds  of  transfection  with  TAL  R1/L1  increased  the 
percentage of genome edited cells  from 12% to 20%, whereas all other constructs remained 
approximately  the  same.  The  one‐fold  increase  of  genome‐edited  population  is  perfectly 
represented with the one‐fold increase of the correctly spliced mRNA. In addition, comparison 










induction  medium  (cRPMI  suppl.  2%  DMSO)  and  cells  were  collected  for  RNA  analysis  on  day  3  and  day  6.via 
multiplex RT‐qPCR. Absolute quantities of correct and aberrant HBB mRNA variants were measured using a plasmid‐
based  SC.  Left  panel:  ratios  of  correct/aberrant  HBB  mRNA  in  the  total  HBB  mRNA  population.  Right  panel: 

































































































showed  more  intense  HBB  chain  bands  in  all  samples  treated  with  TALEN  pairs  R1/L1  and 




(used  to  normalise  for  the  level  differentiation)  and  HBB  chains  (levels  of  correction)  were 
quantified by ImageLab software. The level of correction was measured as fold‐differences of 
differentiation‐normalised  (via Hba chains) of HBB chains relative to  the non‐edited negative 
control.  Both  globin  chains  were  normalised  for  protein  loading  by  reference  to  the  Actb 
signal.  
Analysis of band intensities on day‐6 of differentiation, exhibit an increase in the level of HBB 
chains  above  the  baseline  of  the  non‐edited  controls  in  the  two‐round  transfection  edited 
samples with both TALEN pairs by ~0.6–0.7  fold and  to a  lower extent with RGEN (0.2  fold). 
The  one‐round  transfection  TALEN‐edited  samples,  although  HBB  chains  bands  on 
immunoblots are more intense than the non‐edited control, normalisation by reference to Hba 
and Actb  levels gave a decreased correction value below the baseline of non‐edited control. 
This may  be  due  to  a  technical  error  following  normalisation  of Hba  chains  by  reference  to 
Actb levels which appears lower than expected since equal amounts were loaded on the blot 
for HBB quantification. This might be due to incomplete transference of the higher molecular 
weight  proteins  (such  as  Actb)  in  samples  close  to  edge  of  the  membrane  during  transfer. 
Contrastingly, differentiation levels measured on day‐9 seem to be similar among samples and 
here correction applied at  a protein  level  is more obvious  in both 1‐ or  2‐round  transfected 
TALEN treated cells, with the latter producing 2.2 times more HBB chains relative to the non‐
edited  negative  control.  Interestingly,  a  slight  increase  of  differentiation‐normalised  HBB 
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negative  control  for  the  assessment  of  level  restoration  of  splicing  of  genome  edited  cells  at  the  protein  level, 
whereas MEL cells as negative control for the HBB chain expression. Band densities were measured using ImageLab. 










our  hypothesis.  At  this  point,  TALENs  exhibited  encouraging  results  regarding  restoration  of 
correct splicing at a transcriptional level and consequent increased HBB chain production, even 
at a relatively low (~10%) targeted disruption percentage. However, a crucial negative control 
that was  lacking  from  the  1st  experiment  (section  3.3.5.1) was  cells  treated with TALEN and 
RGEN nucleases against  targets  that are not associated  in any way with erythropoiesis. Thus 













end,  we  performed  in  parallel  experiments  with  samples  co‐transfected  with  a  TREX2 
expression construct and the designer nucleases. This however meant that the total amount of 
designer nuclease constructs has to be reduced to half in order to achieve the recommended 
1:1  ratio  of  designer  nuclease  :  TREX2  and  at  the  same  time  maintain  constant  the  total 
amount of plasmid DNA (60μg) delivered. 
 Assessment of transfection and targeted disruption efficiencies 3.3.5.2.1
The  same  overall  experimental  procedure  was  followed  as  in  the  1st  MEL  MA821IVSI‐110 
experiment  (section  3.3.5.1).  Transfection  efficiencies  (measured  by  flow  cytometry)  and 
targeted disruption of the HBBIVSI‐110 locus (determined by T7E1 assay) was assessed 72hr and 




transfected  TREX2  construct,  the  T7E1  assay  showed  targeted disruption of  12.33%,  12.32% 
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and  4.2%  for HBBIVSI‐110  with  TAL  R1/L1,  R1/L2  and  RGEN,  respectively,  whereas  in  samples 
including  TREX2  disruption  dropped  approximately  by  half  to  8.37%,  5.9%  and  1.36%, 
accordingly for the TAL R1/L1, R1/L2 and RGEN constructs (Figure 60 & Figure 61). 













Figure  60:  Targeted  disruption  assessment  on  HBBIVSI‐110  in  the  MEL  MA821IVSI‐110  VCN  1.9  cell  pool  with  and 
without co‐transfection with a TREX2 expression construct (2nd Exp).  
Following  transfection  of  cells  with  the  designer  nucleases  either  with  or  without  the  presence  of  the  TREX2 
expression construct, total DNA was subjected to a T7E1 assay and products resolved by agarose gel electrophoresis. 
Lanes 1, 5: HBB TALEN R1/L1. Lanes 2, 6: HBB TALEN R1/L2. Lanes 3, 7: HBBIVSI‐110 RGEN. Lanes 4, 5: pUC118 nuclease 
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 Restoration of correct pre‐mRNA splicing 3.3.5.2.2
Quantification  of  the  percentage  of  correctly  and  aberrantly  spliced  HBB mRNAs  exhibit  an 
increase in the fraction of normal HBB mRNA in samples edited with both TALEN pairs both in 
the  presence  or  absence  of  TREX2  both  days  3  and  6  of  differentiation.  In  particular,  non‐ 
edited cells showed ratios of correct/aberrant HBB mRNA of approximately ~0.8 and 0.63 on 
day 3 and 6, respectively, whereas in the TALEN edited cells with and without TREX2, ratios of 
c/a  increased  on  average  to  2.29,  with  the  maximum  restoration  detected  with  the  R1/L2 
edited samples without TREX2 at 2.66 and 2.79 on days 3 and 6, respectively (Figure 62, top 
panel).  The  percentage  of  HBBIVSI‐110  RGEN  edited  samples  did  not  change  to  a  significant 
degree from the non‐edited negative controls, with the exception of the sample co‐transfected 
with  TREX2  on  day  3  in which  the  c/a  ratio  reached  1.2. However,  this  is most  likely  in  the 
realms  of  background  noise,  since  the  ratio  of  the  same  edited  population  on  day‐6  of 
differentiation returned to level of negative controls. It is worth noting that the samples edited 
with  the  CCR5  specific  designer  nucleases,  are  expected  to  also  exhibit  similar  ratios  of 
correctly/aberrantly spliced mRNAs to that of the non‐edited negative controls (Figure 62, top 
panel).  Analysis  of  the  data  as  percentage  change  of  the  two  variants  compared  to  the 
negative (no electroporation) controls, showed more clearly the restoration of correct splicing 
in cells edited with TALENs. In particular, on day‐6 of differentiation of the TALEN R1/L1 edited 
cells,  both with  and without  the  TREX2 expression  construct,  showed a  95%  increase  in  the 
correctly  spliced  HBB  mRNA  fraction  relative  to  the  non‐edited  control  (Figure  62,  bottom 
panel).  Thus  this  2nd  experiment  illustrated  even  more  profoundly  than  the  1st  experiment 
(Figure 58), the higher stability of the normal HBB mRNA compared to the aberrant over time, 
which is indicated as a progressive increase of the normal mRNA from day‐3 to day‐6 implying 
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Figure 62: Assessment of  the  level of  restoration of correct  splicing of HBBIVSI‐110 pre‐mRNA on day‐3  (D 3) and 
day‐6 (D 6) of differentiation of genome edited MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN 1.9 cells (2nd Exp).  
MEL  MA821  HBBIVSI‐110  cells  were  genome  edited  with  designer  nucleases  (HBB  TALEN  R1/L1,  R1/L2,  HBBIVSI‐110 
RGEN, CCR5 TALEN and RGEN) with or without TREX2 construct. Genome edited cells were induced differentiated in 








TREX2  expression  construct,  the  differentiation  of  normal  MEL  MA821  HBBNormal  was  also 
undertaken  in  order  to  evaluate  the  level  of  correction  relative  to  the  “normal"  level  of 
correction relative 3.1.2.2, both transgenic MEL cell pools have a similar average VCN of ~1.9. 



















































































































































































































































amount  of  HBB  chains  seen  in  non‐edited  cells  (Figure  63,  upper  panel).  As  expected  cells 
treated with CCR5 ‐ specific designer nucleases, both TALEN and RGEN, gave a similar result to 
that  of  the  negative  control, whereas  the MA821 HBBNormal  control  cells  had  ~5  times more 
HBB polypeptide. Re‐analysis of  the  same data expressed as  a percentage of  the amount of 





























































































































                                     
Figure  63:  Immunoblot  quantification  HBB  and  Hba  chains  and  Actb  of  protein  extracts  from  day‐6  erythroid 
differentiated,  genome  edited  MEL  MA821  HBBIVSI‐110  VCN  1.9  cells  with  and  without  the  TREX2  expression 
construct (2nd Exp). 
 Lower panel: MEL MA821 HBBIVSI‐110 cells were genome edited with designer nucleases (HBB TALEN R1/L1, R1/L2, 


















































































































































Figure  64: Percentage  of  differentiation  ‐  normalised HBB  chains  compared  to  the  “normal”  levels  in  the MEL 
MA821 HBBNormal VCN 2 positive control cells (2nd Exp).  
Fold difference of differentiation‐normalised HBB chain expression (determined by HBB / Hba chain ratio; blue bars) 




The  3rd  experiment  using  the  MEL  MA821IVSI‐110  cell  pool  platform  (average  VCN  ~1.9)  was 
performed  as  a  further  replicate  of  the  above  results  (sections  3.3.5.1  and  3.3.5.2),  and  in 
addition to extend the analysis for characterisation the INDELs, which would have occurred in 





Transfection  efficiencies  were  approximately  ~65%  for  all  samples  and  very  high  targeted 
disruption  efficiencies  were  achieved  for  all  samples  (Figure  66  &  Figure  65).  In  particular 
without  TREX2,  51.7%,  56.4%  and  8.35%  targeting  efficiencies  of  HBBIVSI‐110  were  obtained 
using  TALEN  R1/L1,  R1/L2  and  RGEN,  respectively.  Inclusion  of  TREX2  along  with  these 
designer  nucleases,  displayed  similar  efficiencies  of  targeted  disruption;  49.8  %,  41.5%  and 
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Following  transfection  of  cells  with  the  designer  nucleases  either  with  or  without  the  presence  of  the  TREX2 
expression construct, total DNA was subjected to a T7E1 assay and products resolved by agarose gel electrophoresis. 
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rather  than  just  an  estimation  of  the  percentage  of  genome  edited  cell  population  by  T7E1 
assay  is  required  for  the better understanding of how exactly  the produced  INDELs  restored 
correct splicing.  
    w/o TREX2  with TREX2     
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3.3.5.3.2.1 Characterisation  of  targeted  disruptions  and  frequencies  of  INDEL  size 
analysis  
Targeted disruption efficiencies and  frequencies of  the different types of  INDELs,  in terms of 
size,  insertion  and  deletion  were  assessed  via  TIDE  analysis  236.  This  was  achieved  by 
sequencing of PCR products from the genome edited cell population. Due to the presence of 
different  INDELs  at  the  site  of  the  DSB,  the  sequencing  reaction  leads  to  the  production  of 
overlapping  traces  (Figure  67),  which  can  be  further  analysed  via  the  TIDE  web  tool 




We  analysed  samples  treated  with  the  HBBIVSI‐110  TALENs  and  RGEN  with  and  without  co‐
transfection of  the  TREX2  construct.  The presence  of  INDELs  in RGEN  treated  samples were 
below the level of detection (Figure 68), even though the T7E1 assay showed ~ 10% targeted 
disruption (Figure 65). The TALEN edited samples showed a relatively high targeted disruption 
of  21%  for  both  R1/L1,  with  and  without  the  TREX2,  and  for  R1/L2  pair,  25%  and  15%  in 
absence  and  presence  of  TREX2,  respectively  (Figure  68).  TIDE  analysis  gives  lower  levels 
(~50%) of targeted disruption compared to the T7E1 assay. As previously reported the TALENs 
mainly  produce  deletion  rather  than  insertions  following  DSB  induction  251.  In  addition,  the 
presence  of  the  TREX2  does  not  seem  to  affect  the  level  targeted  disruption  or  the  size  of 
deletions and insertions. Similar frequencies are observed with and without TREX2 in samples 
edited with  same  TALEN  pair.  However,  it  is  noticeable  that  INDELs  in  cells  edited with  the 













DNA  sequencing  traces  of  the  HBBIVSI‐110  transgene  region  (IVSI‐110  (G>A)  mutation  designated  with  a  blue 
rectangle) from non‐edited MEL cells, pUC118, (Top panel) and cells genome edited with HBBIVSI‐110 TALEN R1/L1 pair 
(Bottom  panel).  The  presence  of  different  sizes  of  INDELs  in  the  genome  edited  cell  population  leads  to  the 
production of overlapping  traces  in  the sequence  read starting  to  rise a  few bases upstream of  the HBBIVSI‐110(G>A) 
mutation.  In non‐edited  samples  the background  levels  remain  constant  through  the  sequence  read. Overlapping 
DNA sequencing  traces  from genome edited population can be analysed by Tracking of  INDELs by decomposition 
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  INDEL Spectrum       
  ‐ TREX2   























the  level  of  the DNA nucleotide  sequence by  Sanger  sequencing of  TOPO  clones harbouring 
PCR  amplicons  of  the  edited HBBIVSI‐110  region.  Briefly,  PCR  products  of  the HBBIVSI‐110  target 
locus  from edited MEL  cell populations were cloned  into blunt‐end TOPO vectors. A  total of 
100 single TOPO colonies were picked and sequenced for each editing event induced by TALEN 
pairs  R1/L1  and  R1/L2  and  RGEN.  In  addition,  30  clones  from  the  pUC118  nuclease‐free 
negative control were also sequenced as quality controls of  the method and as expected no 
INDELs were  detected  (data  not  shown).  Clones  from  edited  samples with  TREX2 were  also 
picked,  however  only  ~30  clones were  sequenced  as  no  obvious  differences were  detected 
relative to samples without the co‐transfected TREX2 construct (data not shown). Assistance in 
the  inoculation  of  bacterial  cultures  and  the  isolation  of  DNA  for  sequencing  analysis  was 
gratefully  received  from Argyro Floga and Petros Ladas. Due  to cost and  time  limitations we 
prioritised the sequencing of TOPO clones only from edited populations without TREX2. Data 
from Sanger sequencing showed 41%, 39% and 5% of the clones represented editing events for 
the  R1/L1  and  R1/L2  TALEN  pairs  and  RGEN,  respectively  (Figure  69  &  Figure  71).  These 
frequencies  correlate  well  with  those  observed  in  the  T7E1  assay  (51%,  56.4%  and  8.39% 
respectively; (Figure 66). Furthermore, the size of deletions in samples treated with the R1/L1 
pair  start  from  2–3  bp,  whereas  deletions  arising  from  the  R1/L2  pair  start  as  single  base 
disruptions.  Graphical  representation  of  the  sequencing  results  as  frequencies  of  different 
sizes of  insertion or deletion display  a  similar pattern with data obtained  from TIDE analysis 
(Figure 72). 
Sequencing analysis showed that not all the INDELs are able to disrupt the aberrant splice site 
produced  by  the  HBBIVSI‐110  (G>A)  mutation.  In  the  case  of  the  HBB  TALEN  R1/L1  edited 
population, only 14 out of the 40 edited clones directly disrupted the mutation, of which two 









general all methods of  characterisation of  INDELs,  in  terms of percentage of genome edited 
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cells  and  frequencies  of  the  different  type  and  sizes  of  deletions  or  insertions,  gave  similar 
results with the exception of the targeted disruption efficiency measured by TIDE, which was 














































proximity  to  the HBBIVSI‐110 (G>A) mutation  (red  vertical  box). Orange boxes designate Exon  II,  green boxes  the  IVSI 










































HBBIVSI‐110  VCN  1.9  population  were  cloned  in  TOPO  vectors  and  used  for  the  transformation  TOP10  competent 
bacteria.  103  colonies  were  picked  and  sequenced  by  Sanger  sequencing.  A  total  of  103  TOPO  clones  were 
sequenced of which 40 showed an editing event had taken place. Clones are aligned primarily based on the size of 
the INDEL and secondarily based on their proximity to the HBBIVSI‐110 (G>A) mutation (red vertical box). Orange boxes 









 The PCR products  from  the amplification of  the HBBIVSI‐110  region of HBBIVSI‐110 RGEN genome edited MEL MA821 
HBBIVSI‐110  VCN  1.9  population  were  cloned  in  TOPO  vectors  and  used  for  the  transformation  TOP10  competent 
bacteria.  100  colonies  were  picked  and  sequenced  by  Sanger  sequencing.  A  total  of  100  TOPO  clones  were 
























HBBIVSI‐110 TALEN R1/L1  51  21.3  41 
HBBIVSI‐110 TALEN R1/L2  56.4  24.7  39 
HBBIVSI‐110 RGEN  8.35  1.5  5 
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TIDE‐like  graphical  illustration  of  the  frequencies  of  different  sized  INDELs  detected  by  Sanger  sequencing  of 
TOPO clones harbouring PCR amplified products of the HBBIVSI‐110 (G>A) region derived from MEL MA821 HBBIVSI‐110 
cells edited with the HBB TALEN R1/L1, R1/L2 and RGEN designer nucleases. Graphs of results from TALEN edited 
samples exhibit  similar patterns  to  those obtained with TIDE analysis. Whereas  the TALEN R1/L1 pair  tends  to 
produce  deletions  starting  from  4  bp,  deletions  induced  by  editing  with  the  R1/L2  TALEN  start  from  3  bp. 
However, these data are not conclusive, since the number of edited clones used is relatively low. 





Indel Spectrum HBB TALENIVSI-110 R1/L1
Deletions < > Insertions





Indel Spectrum HBB TALENIVSI-110 R1/L2
Deletions < > Insertions
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partial  functional  correction of  the mutation  in  samples edited with  the RGEN,  regardless of 
co‐transfection with TREX2 was also detected for the first time. Specifically, with and without 
TREX2 at day‐3 of differentiation the correct : aberrant splicing ratio increased to 0.78 and 0.7 
and on day‐6  to 0.57 and 0.51,  respectively  (Figure  73,  top panel).  In  general,  TALEN‐edited 
samples  had  a  greater  than  90%  change  of  the  fraction  of  correctly  spliced  HBB  mRNA 
compared to the non‐edited negative control (no electroporation) cell population, whereas the 
increase  in  the  RGEN  treated  cells  was  up  to  34%  (Figure  73,  bottom  panel).  As  shown  in 
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Figure  73:  Assessment  of  level  of  restoration  of  correct  pre‐mRNA  splicing  at  day‐3  (D  3)  and  day‐6  (D  6)  of 
erythroid differentiation of genome edited MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN 1.9 cells (3rd Exp).  
MEL MA821 HBBIVSI‐110 cells were genome edited with designer nucleases (HBB TALEN R1/L1, R1/L2 and HBBIVSI‐110 
RGEN)  with  or  without  TREX2  construct.  Genome  edited  cells  were  induced  differentiated  in  induction medium 
(cRPMI  suppl.  2%  DMSO)  and  cells  were  collected  for  RNA  analysis  on  day  3  and  day  6  via  multiplex  RT‐qPCR. 
Absolute  quantities  of  correct  and  aberrant  HBB  mRNA  variants  were  measured  using  a  plasmid‐based  SC.  Top 




Assessment  of  restoration  of  HBB  chain  synthesis  following  genome  editing  was  by 
immunoblotting. The  results  show  that on day‐6  following erythroid differentiation,  samples 
from MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN 1.9 cells edited with TALEN pairs had increased the synthesis 
of functional HBB chains, reaching up to 8‐fold relative to the non‐edited (no electroporation) 
control  in  the case of  the TALEN R1/L1 plus TREX2 edited population  (Figure 74). Moreover, 
the levels of HBB chains reached up to 30% of the amount seen in the normal MA821 HBBNormal 
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medium  (cRPMI  suppl.  2% DMSO)  and  cells were  collected  for  protein  expression  analysis  on  day  6  via western 
immunoblots analysis. Whole cell extracts from 0.5–1x106 cells were probed with antibodies against HBB, Hba and 






























































































































































































The  aim of  this  phase of  the project was  to  characterise  the  type of  INDELs  produced  after 
genome editing of MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN ~1.9 cells with the two HBB TALEN pairs, R1/L1 
and R1/L2, and RGEN by three different methods, T7E1 assay, TIDE and Sanger sequencing of 
TOPO  clones.  In  general,  TALEN  pairs  were more  efficient  than  the  RGEN  at  producing  the 
desired editing event at the MA821 HBBIVSI‐110 transgene locus with the addition of TREX2 not 
enhancing the level of disruption to a noticeable degree. Genome editing with the TALEN pairs 
R1/L1  and R1/L2 mainly  produced deletions  rather  than  insertions,  in  accord with  results of 
previous studies 181. The R1/L1 TALEN pair induced deletions that tended to start from 3–4 bp, 
whereas deletions induced by the R1/L2 TALEN started from 1–2 bp. Both TALEN pairs target 
the same region with  the L1 monomer designed  to bind 3 bp upstream  from L2, while both 
have the same R1 monomer. One possible explanation of the larger deletion produced by the 
L1/R1  pair  is  that  the  spacer  is  larger,  13  bp,  and  therefore  the  FokI  cleavage  domains  are 
activated and create nicks which are slightly further than those produced with the R1/L2 pair, 
10bp  spacer.  This  probably  creates  larger  overhangs,  which  are  more  permissive  to  the 








deletions  (89%  deletions  versus  1.6%  insertions),  whereas  ZFN‐induced  insertions  and 





proof  of  principle  at  a  transcriptional  and  translational  level  with  results  clearly  showing 
disruption of the  IVSI‐110 aberrant SA site and the adjacent region, especially with our most 
efficient designer nucleases,  TALENs R1/L1 and R1/L2. As  a  result  correct pre‐mRNA  splicing 
was restored, which was measured as an increase in the percentage of normal HBB mRNA and 
HBB  chain  production  by  ~100%  and  up  to  8  fold,  relative  to  non‐edited  cells,  respectively. 
Statistical analysis of the restoration of pre‐mRNA splicing showed a significant increase of the 
ratio of correct to aberrant HBB mRNA  in samples edited with HBB TALEN R1/L1, R1/L2 to 2 
and ~1.5 on day‐3 and day‐6 of MEL erythroid differentiation,  respectively whereas  ratios  in 
non‐edited  control  remained below one  (Figure  76).  Samples  co‐transfected with  the  TREX2 
expression  construct  along with  the  designer  genome  editing  nucleases  displayed  similar  or 
even higher ratios of correct  : aberrant HBB mRNA. However, more experiments need  to be 
performed  to  test  if  the  difference  with  and  without  TREX2  is  statistically  significant. 
Estimation of the expression levels of MEL cell differentiation‐normalised HBB chains in edited 






the  difference  was  not  statistically  significant  compared  to  the  No  DNA  negative  control 
(Figure 77). 
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DAY 3 HBB TAL R1/L1     **   – p value 0.0011 
DAY 3 HBB TAL R1/L2     **   – p value 0.0014 
DAY 6 HBB TAL R1/L1     *   – p value 0.0159 





pools  at  day  6  of  induced  erythroid  differentiation  relative  to  nuclease‐free  negative  (–ve)  controls  (No  DNA). 
Statistical analysis was performed only in samples repeated four times (n=4), in which there is an increase of up to 6‐
fold  in  the  R1/L2  samples,  but  which  owing  to  high  intra‐group  variation  does  not  reach  statistical  significance 
compared to the No DNA –ve control. Samples repeated twice (n=2) with HBB targeting specific‐designer nucleases 
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expression  construct.  In  parallel,  nuclease‐free negative  controls,  pUC118  and no DNA were 











































% of transfection efficiency
% HBBIVSI-110 targeted disruption
 Figure 78: Genome editing of the MEL HBBIVSI‐110 VCN 1 clonal cell line.  
10x106 cells were electroporated with 60 μg of plasmid DNA (50 μg designer nuclease/pUC118 and 10 μg CMV GFP 
reporter).  Electroporated  cells  were  cultured  for  72  hours  at  hypothermic  conditions  and  then  harvested  for 
assessment  of  transfection  efficiency  (%  of  GFP+ cells;  green  bar)  via  flow  cytometry  and  percentage  of  genome 
edited cells in each population measured as targeted disruption of the HBBIVSI‐110 transgene based on a T7E1 assay 
(blue  bars)  is  shown.  Electroporated  cells  without  DNA  (No  DNA)  were  used  as  GFP  negative  controls  for  the 
assessment  of  transfection  efficiency  and  pUC118  nuclease‐free  negative  control  for  the  assessment  of  targeted 
disruption 
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Genome edited populations were  seeded  in  200–250 wells of  96‐well plates  at  a dilution  to 
give  a  single  cell  per well.  Since  targeted disruption of  cells  edited with  the HBBIVSI‐110 RGEN 
was very low (3%), twice as many wells were seeded with this pool of cells than with the rest 
of  the  samples  (~400–500  wells). Wells  with  single  cell  clones  were  picked,  expanded,  and 
gDNA extracted. PCR amplified products from the gDNA corresponding to the IVSI‐110 mutant 
site  of  the  MA821  HBBIVSI‐110(G>A)  transgene  were  sequenced  to  identify  the  nature  of  any 
INDELs. The results of the single clone sequencing showed 19 out of 69 (27.9%) and 20 out of 
83  (24.1%)  were  genome  edited  with  HBBIVSI‐110  TALEN  R1/L1  and  R1/L2  pairs  respectively. 
Contrastingly,  all  the  sequenced  RGEN  treated  clones  were  non‐edited,  even  though 
approximately twice the number of clones (143) were picked and sequenced compared to the 
TALEN‐edited samples. Clones transfected with pUC118 (24) were also picked and sequenced 
in parallel with  the  rest of  the  samples and as  expected none of  them showed any genome 
editing. Until characterisation of genome edited clones by Sanger sequencing, all clones were 
cryopreserved. Upon characterisation, genome edited clones were thawed, expanded and re‐
sequenced to confirm their  identity. Out  from 39 clones, one  (A1 #49)  failed to expand, two 
(A1 #7 and A1 #57) gave overlapping sequencing traces indicating that these were not clonal 
but  contained  a  second  non‐edited  cell  population  growing  in  parallel  with  the  edited 
population, and two (A1 #32 and A2 #65) were not edited, which meant that the wrong clones 
were  recovered,  probably  due  to  mislabelling.  However,  both  non‐edited  clones  were 
expanded  and  used  as  extra  negative  controls  (Figure  81).  Clones  are  aligned  from  top  to 
bottom, based initially on the size of the INDEL (small to large) and subsequently according to 
their distance from the HBBIVSI‐110(G>A) mutation. 
 Functional  correlation  of  INDELs  in  genome  edited  MEL  cell  clones  at  a 3.3.6.1
transcriptional and translational level  
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the  differentiation  normalised  total  HBB  mRNA  relative  to  non‐edited  clones,  enabled 










are  16.4  and  26.18  times  higher  than  A1  #4.  In  addition,  clones  with  the  same  deletion, 
probably  derived  from  the  same  clone,  A1  #22,  A1  #31,  A2  #53,  A2  #3  and A2  #15,  have  a 
similar  percentage  of  HBB  mRNA  variants,  (17.23±6.06%  aberrant).  A  comparison  of  the 
normalised quantities of the normal HBB mRNAs with the clone with the lowest quantities, A2 
#15,  a  2.09,  5.12,  5.13  and  3.47  fold‐difference  for  A1  #22,  A1  #31,  A2  #53  and  A2  #3 
respectively are observed. These fluctuations in the quantities of correctly spliced HBB mRNA 
should be taken  into account as  they can explain differences  seen at a  translational  level.  In 
the case of differences in clones with the same deletion, where an increase of up to 5‐fold in 
normal HBB mRNA was detected, this could be explained as variation in the extent of erythroid 




Furthermore, different clones which exhibit  large differences  in  the normalised quantities of 




variants  is also shown by an extreme example  in  the case of  the two clones (A2 #43 and A2 
#75) with large deletions in which the normal SA site and part of Exon 2 was disrupted. Both 
clones  show 100% of normal HBB mRNA,  as  the  result  of  the detection  the HBBNormal mRNA 
curves in the multiplex RT‐qPCR, in only one of the triplicate samples at high Ct values of 39.8 
and 36.3, respectively, whereas the rest remained undetermined. However, when the two are 
seen  as  normalised  quantities  than  just  as  percentages  of  correct  and  aberrant  mRNAs  is 
Advanced personalized gene therapy of β‐thalassaemia 
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obviously that the calculated 100% of correctly spliced mRNA is misleading since based on the 
quantities of the transcripts it is obvious that the expression of both variants is abolished.  
In  general,  all  clones  in  which  the  HBBIVSI‐110  (G>A)  mutation  is  disrupted,  correct  splicing  is 
restored, except in the case of clones A2 #43 and A2 #75, which as mentioned above harbour a 
deleted normal SA site. However, restoration of splicing was also seen with the disruption of 
the  region upstream of  the HBBIVSI‐110(G>A) mutation without affecting  the aberrant SA site.  In 
fact,  it  was  noticed  that  in  general,  deletions  larger  than  5  bp  (starting  from  A2  #63) 
completely  restore  pre‐mRNA  splicing.  It  is  worth  noting  the  unique  case  of  complete 
restoration  of  correct  splicing  in  the  clone  with  the  smallest  INDEL  namely  A1  #43,  which 
contains a 1 bp (T) deletion. These data suggest that disruption of the region upstream from 
the  SA  site  is  sufficient  to  restore  partially  or  even  completely  correct  splicing.  One 
explanation, on which our own genome editing hypothesis is also based, is that upstream from 
each  SA  site  (in  this  case  aberrant  SA  site)  there  are  regulatory  sequence  (such  as  the  PYT) 
which affect the efficient recruitment and assembly of pre‐spliceosome at the specific site 77. 










Protein  extracts  from  all  the  6‐day  differentiated  genome  edited  clones  were  analysed  by 
immunoblotting  for  detection  and  quantification  of  HBB  and Hba  chains  normalised  against 
Actb  as  a  protein  loading  control.  Non‐edited  pUC118  clones,  Mock  A  and  B,  were  also 
included  as  negative  controls  and  references  for  the  comparison  on  different  immunoblots 
(Figure 80). As described in previous experiments, band densities were quantified, from which 
the degree of erythroid differentiation  is measured as  the amount of Hba chains  (Figure 80, 
top  panel)  and  restoration  of  differentiation‐normalised  HBB  chain  production  (HBB  /  Hba 
chains)  both  relative  to  non‐edited  controls Mock  B  (Figure  80,  bottom panel).  As  expected 
clones  showed  different  patterns  of  HBB  chains  production,  whereas  the  level  of 
differentiation  in  the  majority  of  the  clones  was  similar  with  a  0.6–1.4  fold  difference. 
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However, extreme values were also detected, such as with clones A1 #22, A1 #14 (0.1 fold) and 













































































































































the  data  from  the  correlation  of  the  same  INDELs with  the  HBB mRNA  pattern  at  day‐3  of 
differentiation  (Figure 81).  Initially,  two of  the clones  (A1 #22, A2 #3) with  the  same editing 
had very different degrees  (0.09 and 2.1  fold respectively) of differentiation,  relative to non‐
edited clone, whereas the remaining clones (A1 #31, A2 #53, A2 #15) were similar at 0.36, 0.41 
and 0.69 respectively. Differentiation‐normalised HBB chain levels in clones A1 #31 and A2 #53 














































































Confirmed MEL MA821 HBBIVSI‐110 genome edited clones by Sanger  sequencing, were  induced differentiated  in 
induction medium  (cRPMI  suppl.  2%  DMSO)  and  cells  were  collected  for  expression  analysis  at  the  RNA  and 

















(99–100%).  In  addition,  the  identical  A2  #38  and  A2  #61  clones  which  exhibited  99–100  % 
restoration of splicing, showed a 16.8 and 26.3 fold increase of HBB/Hba levels and 1.08 and 
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 Comparison  of  edited  MEL  HBBIVSI‐110  VCN  1  clones  with  MEL  MA821 3.3.6.1.3
HBBNormal cells 
Protein expression comparison of the transgenic MEL HBBIVSI‐110 VCN 1 clone and MEL MA821 
HBBNormal  VCN  ~2  by  immunoblots  showed  that  on  day‐6  of  erythroid  differentiation 
approximately  only  ~4.2%  of  the  differentiation‐normalised  HBB  chains  of  the  normal 
transgenic cell line, is produced in the mutated clonal cell line (Figure 26). Conversion of the 1 
unit  used  to  calculate  the  fold  differences  of  differentiated  HBB  chains  relative  to  the  non‐
edited  cells,  MEL  MA821  HBBIVSI‐110  VCN  1  to  the  4.2  %  of  expression  seen  in  the  MA821 
HBBNormal VCN ~ 2, allowed measurements, which showed that the edited clones are expressing 
the HBB chains close to “normal” levels. In Figure 82 is illustrated the estimated percentage of 
each clone relative to the normal  levels. Normal  level  is arbitrarily set as 100% and the error 
bars  (+/‐  22.18%)  represents  the  fluctuation  of  the  differentiation‐normalised  HBB  chains 
levels  seen  on  day‐6  of  differentiation  of  MEL  MA821  HBBNormal  in  three  independent 




#65.  Based  on  these  findings  approximately,  50%  of  the  editing  events  completely  restored 
splicing and in the remaining 1/3 partial restoration, which should provide therapeutic benefit 
in β‐thalassaemic patients. 
Figure 82: Estimated percentage of HBB chains  in edited MEL MA821 HBBIVSI‐110  clone VCN 1  clones  relative  to 
those in MEL MA821 HBBNormal.  
Fold  difference  from  non‐edited  MEL  MA821  HBBIVSI‐110  clone  VCN  1  on  day‐6  of  erythroid  differentiation 
corresponds  to  4.2% percent of  the expression observed  in MEL MA821 HBBNormal  control. Normal  level  is  set  as 
100%  and  the  error  bars  (+/‐  22.18%)  represents  the  fluctuation  of  the  degree  of  erythroid  differentiation 
normalised HBB chain  levels  in MEL MA821 HBBNormal  in three  independent experiments. Clones expressing  levels 
within this range are considered to be fully functionally corrected. 
































































































































































































and  for  a  direct  comparison  of  the  restoration  of  splicing  and  level  of  differentiation  at  the 
level  of  HBB  chain  production  compared.  Immunoblots  with  protein  extracts  from  day‐6  of 
erythroid differentiation are shown in Figure 83. Quantification of the protein bands indicated 
that  in  general  the  level  of  differentiation was  similar  in  all  clones with  the exception of A2 
#73, which was  lower by 80% compared to the MA821 HBBNormal control. A large diversion  in 
the  degree  of  differentiation  in  some  samples  from  the  overall  differentiation  reduced  the 
reliability  and  accuracy  of  the  data  that  could  be  obtained  from  the  comparison  of  the 
differentiation‐normalised  HBB  chains  with  the  rest  of  the  samples,  which  can  become 
misleading.  
In  particular  in  the  case  of  A2  #73,  low  levels  of  differentiation  probably  lead  to  an  over  – 
estimation of normalised HBB chain levels. Edited clones A2 #63, A2 #61 and A2 #60 showed 








































































Re‐assessment  of  splicing  restoration  with  a  2nd  erythroid  differentiation  of  edited  clones  shown  on  the  4th 
immunoblot (Figure 80) relative to the transgenic MEL HBBIVSI‐110 average VCN 1.9 and clone VCN 1, Mock A and 












HBBNormal  positive  controls  and  non‐edited  samples  were  loaded  twice  on  the  immunoblot  and  the  average 
percentage shown on the graph. MEL MA821 HBBNormal positive control average VCN 2 and MEL MA821 HBBIVSI‐110 
VCN  1  clone:  differentiation  level  100±27.8%  and  100±12.07%  differentiation‐normalised HBB  chains:  100±9.72% 
and 2.58±0.82%, respectively. 
 
 Figure  85:  Levels  of  erythroid differentiation‐normalised HBB  chains and differentiation of  genome‐edited MEL 
MA821 HBBIVSI‐110 clones from two independent erythroid differentiation experiments. 
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 Conclusions: MEL genome editing 3.3.7
In this section, proof of principle was established in which functional correction of the HBBIVSI‐
110(G>A) mutation was achieved by targeted disruption of the abnormal SA site and the adjacent 





T7E1  assay/TIDE)  or  size  of  deletions  (shown  by  TIDE)  compared  to  samples  edited without 
TREX2. Likewise, the efficiency of splicing restoration was not significantly improved, neither at 
the RNA nor protein  level. TREX2  is a DNA end processing enzyme, which participates  in the 




ends  190,251. Although DNA end processing enzymes  such as TREX2 can  increase mutagenesis 
rates when combined with specific designer nucleases, it is also associated with an increase in 
the  level  off‐targeting  effect  252.  HBB  TALEN  pairs  have  proven  to  be  very  efficient  genome 
editing  tools  which  allowed  the  establishment  of  the  proof‐of  principle  of  our  hypothesis 
without the help of TREX2. Since our final aim is the development of GT that could be applied 
into  the  clinic,  including  the  TREX2  to  further  experiments  is  not  considered  essential.  We 
believed  the  delivery  of  extra  constructs,  such  as  TREX2,  in  hCD34+ cells  will  probably  have 
more adverse effects, such as increase of off‐targeting and toxicity, than benefits. 
In  this  section,  the  type  of  INDELs  produced  by  the  TALEN  and  RGEN  genome  editing 
approaches  were  characterised  by  Sanger  sequencing  of  TOPO  clones  of  PCR  products 
spanning  the  IVSI‐110  mutation  in  MEL MA821  HBBIVSI‐110  VCN  1.9  cell  populations.  Results 
show that TALENs mainly produced deletions as previously reported and that the pair with a 
larger spacer (13 bp) tends to produce deletions starting from 3–4 bp, whereas the TALEN pair 
with  the  shorter  spacer  (10  bp)  gave  deletions  starting  from 1–2 bp.  This  could  be  because 
cleavage by the FOKI monomers, due to the larger distance between the monomers, produces 
slightly  larger  overhangs,  which  are  more  permissive  to  losing  more  nucleotides  than  the 
shorter overhang before re‐joining of the two ends. 













SA  site  81.  Such  a  scenario  that  graphically  illustrates  the  sensitivity  of  the  whole  splicing 
procedure to an intact PYT is clone A1 #43,  in which a deletion of a single T, 4 bp away from 






by  inactivating  the normal branch with  specific  antisense oligonucleotides  91.  This  led  to  the 
activation of a  cryptic branch  site at nt 107 of  intron 1, which  is  in  close proximity with  the 
aberrant SA site, that was mainly utilised by the normal SA site reversing the ratios of aberrant 
to normal spliced products from 9:1 to 1:5 in treated samples 91. Hence, most likely a minimum 
distance  is  also  required  between  the  branch  site  and  3’  splice  site  for  the  formation  of  a 
functional pre‐spliceosome complex and the successful splicing of the  intron. The distance of 
the branch site from the 3’ aberrant and normal splice site is 14 bp and 35 bp, respectively. In 
this  regard  it  is noteworthy  that  in  cases where  the aberrant  SA  site was  left  intact but  the 
distance was reduced between 4–9 bp, namely edited clones A2 #63, A2 #33, A2 #11, A1 #41, 
A2 #59, A2 #73, A1 #18, A2 #80 A2 #6, A2 #47, complete restoration of correct splicing was 
observed,  with  exception  of  A1  #14  and  A1  #8  where  a  small  percentage  (6%  and  12.3  % 
respectively) of aberrantly spliced HBB mRNA was still detected. Furthermore, all clones that 
showed  disruption  of  the  IVSI‐110  mutation,  with  exception  of  the  two  clones  where  the 
deletions were extended  into  Exon  II,  restored  correct  splicing.  Both TALEN pairs R1/L1 and 
R1/L2 in general gave similar targeted disruption. However, TALEN pair R1/L1 tends to create 
deletions  starting  from  3–4  bp.  Functional  correction  in  clones  was  observed  mainly  in 
deletions  starting  from  5  bp  and  this  also  is  in  agreement  with  the  observation  that  the 
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DNA  were  also  included  for  the  assessment  of  toxicity  induced  by  the  plasmid  amount. 
However,  evaluation  of  correction  potential  of  designer  genome  editing  nucleases  was 
assessed relative to the pUC118 samples. DNA‐free samples as expected recovered very well 
post‐electroporation  with  low  cell  death  and  retained  higher  proliferation  rates  without 
showing signs of stress. In addition, during induced erythroid differentiation DNA‐free controls 
displayed  a  different  rate  of  differentiation  in  combination  with  low  cell  death,  and  in  all 




to differentiate down the myeloid/erythroid  lineage. Based on  the condition of  the cultures, 
cells  were  harvested  on  day‐7  for  the  assessment  of  restoration  of  pre‐mRNA  splicing  (via 
multiplex  RT‐qPCR)  and  HBB  chain  production  (via  HPLC).  A  total  of  three  independent 
experiments were performed with CD34+ cells from three patients (A, B and C). 
Transfection efficiencies were similar between samples at 40–50 % in all the experiments and 
cell  death  was  relatively  low  being  less  the  30%  based  on  trypan  blue  positive  cell  counts 
(Figure 87). Transfection efficiencies of the 1st experiment was measured under  fluorescence 



















Transfection  efficiency  (green  bars)  was  measured  as  the  percentage  of  GFP+ cells  in  patient  A  by  fluorescence 
microscopy (three counts) and in samples from patients B and C by flow cytometry. Cells death (red bars) is shown 














40 μg 30 μg 20 μg 30 μg 40 μg 30 μg 20 μg 30 μg 30 μg 30 μg 40 μg 30 μg 20 μg 30 μg 30 μg
A B A B





211 | P a g e  
 
Even  though  a  relatively  high  transfection  efficiency  was  observed  in  electroporated  CD34+ 
cells,  targeted  disruption  efficiencies measured  by  T7E1  assay  (Figure  88) was  low with  the 
highest to be seen in the patient A HBB TALEN R1/L1 (40μg) sample at 12% (Figure 87).  
 Restoration  of  HBB  pre‐mRNA  splicing  and  restoration  of  HBB  chain 3.3.8.1
production  
Genome‐edited  hCD34+  cells  were  induced  to  differentiate  as  liquid  cultures  down  the 
myeloid/erythroid lineage and samples collected for total RNA and protein extraction on day‐7 
post‐differentiation.  In  experiments with  cells  from patients  B  and  C,  the  negative  controls, 
pUC118  and  No  DNA,  differentiation  was  conducted  in  duplicate  for  a  more  accurate 












stained  slide  we  noted  that  after  seven  days  of  induced‐differentiation,  cultures  have  on 
average  ~  78±6.9%  dianisidine‐positive  cells.  In  general  all  cultures  have  the  similar 
percentages  of  Hb  expressing  cells  with  exception  the  negative  controls  that  were 
  patient A hCD34+    patient B hCD34+  patient C hCD34+   
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electroporated without plasmid DNA (No DNA –ve control). As mentioned above,  these cells 
had different rates of amplification and differentiations and  in general  they  looked healthier 
than cells that received plasmid DNA. Based on the dianisidine staining, the No DNA negative 
controls have  in both experiments  (B and C) on average ~10% higher positive  cells  than  the 
pUC118  nucleases‐free  negative  controls.  Therefore,  we  believed  that  assessment  of 









CD34+ cells  were  electroporated with  different  amounts  of  total  plasmid  DNA  (40,  30,  and  20  μg)  with  designer 
nucleases constructs  (HBB TAL R1/L1 and R1/L2). PUC118 nucleases‐free and No‐DNA samples  serve  the negative 
controls. Electroporated cells were induced differentiated for 6–7days  in differentiation medium and harvested for 







Analysis  of  the  percentage  of  correctly  and  aberrantly  spliced  HBB  mRNAs  on  day‐7  of 
differentiation did not show an obvious change  in  favour of the normal mRNA. The ratios of 
normal to aberrant HBB mRNAs in cells treated with TALENs in all experiments remained close 
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Figure  90:  Assessment  of  the  level  of  restoration  of  correct  HBB mRNA  splicing  at  day‐7  of  induced  erythroid 
differentiation of genome edited patient‐derived hCD34+ cells (patients A, B and C).  
CD34+ cells  were  electroporated with  different  amounts  of  total  plasmid  DNA  (40,  30,  and  20  μg)  with  designer 
nucleases constructs (HBB TAL R1/L1 and R1/L2). PUC118 nucleases‐free serve the negative controls. Electroporated 








the  protein  level  can  be  illustrated  as  the  percentage  change  of  HBB/HBA  and  HBG‐1/HBA 
chain  ratios  of  genome  edited  samples  compared  to  the  nuclease  free  pUC118  negative 
control. It was also noticed that  in differentiated CD34+ cells, when HBB chains increase, HBG 
chains decrease,  as  expected.  Figure  91  shows  the HPLC data of  edited  cells  from patient A 
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would  expect  the  ratio  to  be  around  0.08–0.18.  One  possible  explanation  of  the  increased 
expression HBB chains is the medium and culture conditions used for the in vitro cultures. The 




in  patient  A  edited  cells  with  an  11–14%  change  relative  to  the  pUC118  negative  control 
































down  the  erythroid  lineage  for  7  days.  Cells  were  edited  by  R1/L1  (40,  30,  20  μg)  and  R1/L2  (30  μg)  whereas 
nuclease  free pUC118  (30 μg)  serve  the negative  control. Non  ‐  edited hCD34+ (pUC118  treated)  cells  from  three 
different patients (A, B and C) have a HBB:HBA ratio of ~0.4–0.5, which is higher (0.08–0.18) of what is expected in 
the blood of thalassaemia major patients of this type. Duplicates within experiments are designated as A and B. 
 Figure  93: Percentage  change of HBB:HBA and HBG1:HBA  chain  ratios  in  genome edited patient‐derived CD34+ 
cells relative to non‐edited.  
Percentage  change  in  the  HBB:HBA  (red  bars)  and  HBG:HBA  (orange  bars)  chains  in  patient‐derived  CD34+ cells 
edited by R1/L1 (40, 30, 20 μg) and R1/L2 (30 μg) relative to the nuclease free pUC118 (30 μg) negative control after 
induced erythroid differentiation for 7 days. The percentage of targeted disruption measured by T7E1 assay at 48hr 
post‐editing and  is  shown  in purple bars. Three  independent experiments were performed using  cells  from  three 
different patients (A, B and C). Duplicates within experiments are designated as A and B.  
Fold increases in the HBB:HBA ratio compared to the nuclease free negative controls could be 
normalised on  the percentage of  genome edited  cells  in  each population  in  order  to  get  an 
estimation of  expression  levels  in  the  edited  cells  only  (Figure  94).  Statistical  analysis  of  the 
average fold difference of the HBB:HBA ratio indicated that edited cells with TALEN R1/L1 (20 
μg)  expressed  2.44  fold  (p value  =  0.0035;  n=3)  higher HBB  chains  than  non‐edited  pUC118 
control  samples.  The  rest  of  the  edited  cells  (HBB  TALEN  R1/L1,  40  and  30  μg)  showed 
approximately  a  1.8  fold  increase but which was not  statistical  significant. However,  putting 
together all the data from edited cells by HBB TALEN R1/L1 regardless the amount of plasmid 
DNA used in the transfection, statistical analysis showed that edited cells expressed double the 
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 Conclusions: Genome editing with patient‐derived CD34+cells 3.3.9
In this section application of the designer genome editing nucleases on patient‐derived CD34+ 
cells was assessed  for  their ability  to  restore normal  splicing of  the HBBIVSI‐110 pre‐mRNA and 
HBB  chain  production.  Before  proceeding  to  genome  editing  experiments  of  the  patient 
hCD34+ cells,  a  series  of  experiments  was  performed  to  optimise  the  transfection  protocol, 
using  a  conventional  electroporation  unit  (Gene  Pulser,  Bio‐Rad)  and  plasmid  DNA.  Even 
though, relatively high transfection efficiencies  (up to 40–50 % GFP+ cells) was achieved with 
low  cell  death,  the  percentage  of  targeted  disruption  remained  low  (>12%).  Analysis  of 
restoration of mutant HBB pre‐mRNA splicing at day‐7 post‐erythroid differentiation of edited 
cells, showed that the percentage of correct and aberrant HBB mRNA remained the same with 
the  non‐edited  controls.  However,  analysis  at  a  protein  level  showed  an  increase  in  the 




the two HBB variants. Cells  for RNA analysis should be collected at an earlier  time point  (for 




for  protein  extraction  and  globin  chain  quantification.  Taking  this  into  account  the  best 
indication  of  the  restoration  of  splicing  are  those  from  protein  analysis;  that  is,  HBB  chain 
synthesis measurements and not RNA. Estimation of  the  fold  increase  in  the HBB:HBA chain 
ratio  seen  in  the  edited  subpopulations  indicated  a  doubling  in  the  amount  of  HBB  chains 
compared  to  non‐edited  cells.  Based  on  the  fact  that  non‐edited  patient  CD34+ cells  have  a 
relatively high background  in their HBB:HBA ratio of 0.4–0.5, whereas the globin chain ratios 
from the blood of a healthy individual is between 0.8–0.9, the estimation in edited cells shows 
that  they  should have  reached relatively normal  levels.  In general  the  levels of HBB‐like and 
HBA‐like chains is balanced in a 1:1 ratio at any developmental stage in normal cells, through 
transcriptional, post‐transcriptional and post‐translational control 254,255. Therefore an increase 
beyond  0.9  in  the  ratio  in  edited  cells  will  negatively  be  regulated  to  maintain  a  HBB:HBA 
normal balance.  
In  summary,  the  data  generated  in  this  work  has  provided  a  clear  proof  for  the  starting 
hypothesis that restoration of correct splicing by disrupting the aberrant IVSI‐110 SA site and 
the  adjacent  poly‐pyrimidine  track  region  is  valid  in  patients’  hCD34+  cells  and  that  the 
 
Advanced personalized gene therapy of β‐thalassaemia 
218 | P a g e  
 
observed marginal restoration of splicing  in CD34+ cells  is mainly due to technical  limitations. 
As  mentioned  above,  delivery  of  the  designer  TALEN  and  RGEN  nucleases  as  plasmid  DNA 
using conventional electroporation is not ideal for genome editing of CD34+ cells mainly due to 
the  high  toxicity  induced  by  the  plasmid  DNA.  In  general,  for  genome  editing  of  CD34+, 
research groups prefer  to deliver  the nucleases as mRNA, which provides a  faster and  short 
lived spike of expression but avoids prolonged exposure of the nucleases to the cells, thereby 
minimising  off‐target  potential  and  genotoxicity.  In  addition,  the  use  of  new  generation  of 
electroporators  with  optimised  protocols  for  electroporation  of  CD34+  cells  are  now 
commercially available, such as Nucleofectors (Lonza) or the Neon electroporator (Invitrogen), 
which  have  been  shown  to  provide  low  cell  death,  high  transfection  efficiencies  and  high 
targeted  disruption.  In  addition,  as mentioned  above  the  high  background  of  HBB  chains  in 
patient  CD34+  cells  reduced  the  sensitivity  of  the  HPLC  analytical  method  for  globin 
polypeptides. Therefore the percentage of edited cells needs to be increased in order to have a 
more  profound  difference  in  restoration  of  splicing  and  increase  in  HBB  chain  synthesis 
compared to non‐edited cells. To this end, the TALEN constructs used in this study have been 
inserted into new plasmid vector backbones (pPIX_K_TALEN_FOK1) to allow their transcription 
to  mRNAs  for  subsequent  delivery  to  patient  hCD34+  cells  using  the  Lonza  nucleofection 
system.  The  new TALEN  constructs,  pPIX_K_TALEN_FOK1,  employ  a  T7  promoter  to  drive  in 
vitro  transcription  and  a  Kozak  sequence  for  efficient  translation  once  introduced  into 
mammalian cells.  It  is anticipated that this approach will  increase the percentage of genome 









more  than  400  mutations  with  phenotypes  categorised  in  three  main  groups,  major, 
intermediate and minor. Thalassaemia major  is  the most severe form of β‐thalassaemia, and 
patients require regular red blood cell transfusions from an early age in order to survive. The 
most  severe  forms  under  the  large  category  of  the  milder  β‐thalassaemia  intermediate,  in 
which  there  is  some production of  functional  haemoglobin, may  also  require  occasional  red 
blood  cell  transfusion.  Finally,  cases  of  thalassaemia  minor  are  generally  clinically 
asymptomatic with moderate anaemia in relatively few instances 57,61. 





many  years  of  optimisation  of  LVs  have  finally  led  to  a  satisfactory  level  of  correction  for 
several  groups  to  enter  clinical  trials,  efforts  for  further  optimisation  of  vectors  are  still 
ongoing, such as the incorporation of small insulators, barrier elements and erythroid‐specific 
enhancers,  in  order  to  achieve  higher  expression  of  the  therapeutic  transgene  with  the 
objective of minimising requirement of vector integrations and increasing safety 114,257. 
In cases of β‐thalassaemia where the underlying mutation or existing modifiers interfere with 
the  effectiveness  of  gene  addition,  application  of  more  personalised  GT  approaches  would 
provide a significant therapeutic advantage. The HBBIVSI‐110 mutation is one such mutation, the 
presence of which  reduces HBB production  from normal  or  vector‐encoded  alleles  and  thus 
reduces the efficiency of therapy by gene addition 39,222,225.  
The general aim of my PhD project was the development of advanced personalised GT for β‐
thalassaemia  caused  by  the  HBBIVSI‐110  mutation,  which  is  frequently  found  in  certain 














 Development of HBBIVSI‐110 model cell line 4.1.1
One of the main requirements for the development of personalised GT is the availability of a 
model system that accurately mimics the disease condition at a genetic level. In particular cell 
lines  inexpensively  allow  initial  testing of hypotheses before moving  to primary patient  cells 
and more  resource‐intensive  technologies  for  detecting  and measuring  the  outcome  of  the 
applied therapy. Therefore MEL cell lines harbouring HBBIVSI‐110 and HBBNormal transgenes were 
generated  by  transduction  with  the  MA821_HBBNormal  LV  and  its  mutant  derivative 
MA821_HBBIVSI‐110 LV. Mutant and normal transgenic MEL cell pools were selected for a similar 
average VCN, ~1.9 and ~2 respectively, in order to ensure relatively equal levels of expression. 
In  addition,  clonal  lines  of  transgenic  MEL  MA821_HBBIVSI‐110  cells  with  VCN=1,  were  also 
isolated  to  better  understand  and  assess  the  potential  therapeutic  advantage  of  the  GT 
approaches  developed  here.  Development  of  transgenic  MEL  cell  lines  using  the 
MA821_HBBNormal and HBBIVSI‐110 LVs have many benefits that expedited the work undertaken 
in  this project. First,  the mini‐βLCR plus promoter of  the MA821 HBB LV provided erythroid‐
specific  expression  of  the HBB  transgene,  following  induced  erythroid  differentiation  of  the 
MEL cells. Second, using the erythroid MEL cell  line allows the simultaneous co‐expression of 
endogenous  Hba  chains  following  erythroid  differentiation,  which  can  be  utilised  for  the 
normalisation of HBB expression. While the vector‐encoded HBB does not represent the whole 
HBB locus, it contains all sequences conceivably of relevance to our GT approaches, including 




at  both  a  transcriptional  and  translational  level,  which  would  have  been  more  difficult  to 
determine if a human erythroid cell line (e.g., HEL) had been used.  
 Development of a multiplex RT‐qPCR method for HBB mRNA variant 4.1.2
quantification  
One  of  our  major  concerns  was  the  accurate  and  sensitive  quantification  of  the  two  HBB 
variant transcripts, normal and aberrant, produced by expression of the HBBIVSI‐110 or HBBNormal 
transgenes,  in which  the only distinguishable difference between  the  two variants  are 19 nt 
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from  intron  1,  which  is  abnormally  spliced  into  the mature  non‐functional  mRNA.  Previous 
studies used semi‐quantitative methods, such as quantification of the two transcripts based on 
band densities upon separation on agarose or polyacrylamide gels. These methods, however, 
have  low  sensitivity,  accuracy  and  reproducibility,  all  essential  properties  necessary  for  the 
evaluation  and establishment of novel  gene‐therapy  approaches.  Therefore  a  new multiplex 
RT‐qPCR,  which  allows  the  detection  of  both  variants  in  the  same  reaction  using  variant‐




template  molecules  per  reaction.  In  general,  this  method  was  used  for  the  assessment  of 
changes  in the ratios of the HBB mRNA variants.  In addition,  it was also possible to combine 
the absolute quantities of the two variants, obtained by multiplex RT‐qPCR, with the relative 
quantification of  total HBB expression normalised  to  erythroid  differentiation  (based on  the 
ΔΔCt method). This method was specifically used for the correlation of INDELs with restoration 
of splicing in the genome‐edited MEL MA821 HBBIVSI‐110 VCN 1 cell clone. 
 Functional characterisation of transgenic MEL cell lines relative to patient‐4.1.3
derived hCD34+ 
The newly developed humanised transgenic cell pool MEL MA821 HBBIVSI‐110 with average VCN 
1.9  and  the  corresponding  clonal  cell  line  with  VCN  1  were  differentiated  in  parallel  with 
transgenic  cells  containing  MA821  HBBNormal  with  average  VCN  ~2,  and  analysed  at  both 
transcriptional  and  translational  levels.  The  results  obtained  showed  that  in  both  HBBIVSI‐110 
transgenic cells  (pools and clone); the aberrant mRNA constitutes ~ 60% of total HBB mRNA. 
Similar  expression  patterns  were  also  detected  in  differentiated  patient‐derived  CD34+ 
cultures.  The  data  obtained  here  are  in  agreement with  a  recent  study, which  showed  that 
aberrant mRNA  from HBBIVSI‐110‐patient‐derived  erythroid  progenitor  cells  is  relatively  stable 
and  constitutes  ~49%  of  total  HBB  mRNA  222.  Other  groups  have  shown  that  in  HeLa  and 
monkey kidney COS cells expressing an HBBIVSI‐110 transgene, only approximately 10–20% of the 
pre‐mRNA  is  correctly  spliced  and  the  rest  is  aberrant  82,239.  A  more  recent  study  in  the 
humanised  HBBIVSI‐110  mouse  model  system  showed  a  different  pattern  of  the  aberrant  to 
normal HBB mRNA  ratio  in  a  tissue‐specific manner, where  in  spleen  and bone marrow  the 
predominant variant was the aberrant mRNA, while in PB it was the normal equivalent. Similar 









note,  the  relative  mRNA  quantities  measured  in  the  above  studies  were  based  on  semi‐
quantitative  methods,  especially  electrophoresis  band  density  quantification  of  the  two 




healthy  individuals  90. Thus,  the HBBIVSI‐110 MEL cell  lines developed here  represent a  reliable 
model  system, which  recapitulates,  at  least  at  the  translation  level, HBB expression  in PB of 
HBBIVSI‐110 thalassaemic patients. 
 Summary of Conclusions: Development of model cell lines and quantification 4.1.4
methods 
 We developed a cost‐effective and robust multiplex RT‐qPCR method for the accurate and 
sensitive  quantification  (down  to  40 molecules)  of  the  aberrant  and  normal  HBB mRNA 
variants. 
 Development  and characterisation of humanised HBBIVSI‐110  and HBBNormal  transgenic MEL 
cell  lines  indicated  at  the  transcriptional  and  translational  level  that  they  constitute 
reliable model cell lines for the investigation of the HBBIVSI‐110(G>A) mutation  
o In multiplex  RT‐qPCR  assays, HBBIVSI‐110  cell  lines  showed a  ratio of  splice  variants 
(~54.5% is aberrantly spliced) similar to that observed for patient‐derived HBBIVSI‐
110 pre‐mRNA (~60% is aberrantly HBB spliced) on day 7 of CD34+ differentiation. 
o In  immunoblots,  steady‐state  levels  of  HBB  chains  in  transgenic  HBBIVSI‐110‐
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 Personalised gene therapy by gene addition 4.2
 MEL MA821 HBBIVSI‐110 transgenic cell line studies 4.2.1
Based on previously published results 222,223 it was decided to verify the proposed “traffic jam” 
hypothesis for the optimisation of the therapeutic potential of HBB LVs in a mutation specific 









level  both  shIVSI‐110_Mid  versions  showed  a  significant  increase  in  the  translation  of  HBB 
chains,  with  slightly  higher  levels  seen  with  shIVSI‐110  Mid2.  ShIVSI‐110  Down  displayed  a 
marginal but not significant increase in HBB chains relative to the untransduced control. These 
preliminary  data  constitute  the  first  indication  that  translation  of  the  functional  HBB mRNA 
(endogenously  or  vector‐derived)  can  be  significantly  increased  by  specifically  targeting  the 
destruction  of  the  aberrant  HBB  IVSI‐110  mRNA.  The  data  obtained  suggest  that  only  the 
shRNA that  specifically  targets  the aberrant mRNA  is able  to  increase  the  translation  rate of 
the  correctly  spliced  mRNA,  whereas  the  others  in  which  part  of  the  sequence  was 
complementary to the normal mRNA were unable to do so. Nevertheless, the results obtained 
strongly  indicate  that  shIVSI‐110 MID  is  responsible  for  an  increase  in  the  synthesis  of  HBB 
chains, although the precise mechanism responsible for this effect is still not clear, since RNA 
analysis did not show knock‐down of the aberrant mRNA. A possible alternative mechanism of 
silencing  is  via  translational  repression  and/or  mRNA  destabilisation  150.  This  pathway  of 
silencing is used by miRNAs, when there is an imperfect binding to the target mRNA sequence, 




 PatientIVSI‐110‐derived CD34+ cell studies 4.2.2
Since  the  final  aim  of  this  approach  is  the  increase  of  the  therapeutic  potential  of HBB‐like 
vectors,  such MA821  HBBNormal  (“GLOBE”),  in  a  mutation  specific  manner,  we  validated  the 
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efficiency  of  all  of  our  shIVSI‐110  RNA  constructs  in  IVSI‐110  hCD34+  patient‐derived  cells. 




(VCN~2.7).  Increased  cell  death  was  observed  mainly  in  samples  transduced  with  pLKO.I 
shRNAs LVs with obvious changes in the morphology of the cultures on the first day of induced 
erythroid  differentiation.  Increased  cell  death  could  be  the  result  of  increased  genome 
instability and disruption of vital genes due to the high VCN 245, which in combination with the 




Mid  and  at  lower  levels  by  shIVSI‐110  Down.  Although  cells  transduced  with  the  shIVSI‐
110_Mid2  construct  exhibited  slightly  higher HBB  chains  than  those with  shIVSI‐110_Mid,  it 
was decided  to proceed with the  latter  for  the double transduction experiment with MA821 
HBBNormal LV. The slight  increase  in HBB chains with shIVI‐110 Mid2 relative to Mid, might be 
due  to  the  higher  expression  of  the  shRNAs  by  RNA  pol3  owing  to  the  TTGT modification. 
However, as the final aim was co‐expression of the shIVSI‐110 RNA and the therapeutic HBB 
transgene  from  the  same  transcript  following  the  strategy  of  Samakoglu  and  colleagues  158, 
wherein  expression will  be  driven  from  the  RNA  pol2 HBB  promoter,  the  presence  of  TTTT 
would not affect the expression level of the shIVSI‐110 Mid.  
Similarly,  with  the  inclusion  of  MA821  HBB  LV  to  the  transduction  experiments,  we  have 
shown an  increase of HBB mRNA translation efficiency  in cells expressing the shIVSI‐110 Mid 
relative to the negative controls. The most surprising data were obtained from the comparison 




Up  ,  shIVSI‐110‐Mid and especially  shIVSI‐110‐Mid2 LVs,  as also  and  in double  transductions 
with shIVSI‐110 Mid/MA821 HBB LVs. This feature constitutes an  indication of the correction 
of  the  thalassaemic  phenotype,  which  blocks  normal  erythroid  differentiation,  as  less  cells 
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a single experiment performed with all the pLKO.I shIVSI‐110 LVs on CD34+cells from a healthy 
donor  demonstrated  a  reduction  in  the  ΗΒΒ:ΗΒΑ  chain  ratio  only  in  the  case  of  shIVSI‐110 
Down, whereas the rest of the shIVSI‐110 constructs, and especially Mid and Mid2, exceed the 
normal  levels.  These  data  indicated  that  the  shIVSI‐110  RNAs  tested, with  exception  of  the 
shIVSI‐110 Down, do not cause silencing of the correctly spliced mRNA, at least not to a degree 
that  could  be  detected  as  a  decrease  of  HBB  chains  below  normal  levels.  However,  as 
mentioned above, this constitutes data from a single experiment, and therefore more repeats 
should be conducted in order to allow reliable conclusions. 
A recent study showed that the  levels of HbA were  increased  in a VCN‐depended manner  in 
β0/β0 patient‐derived erythroid progenitors cells transduced with the T9W LV, whereas in the 
case of β+/β+ and β+/β0 patient‐derived cells,  the  response was slight or not at all  to  the LV, 
even  though  high  levels  of  vector‐derived  HBB  transcripts  and  HBA  chain  aggregates  were 
detected 222. Transduction of β+ thalassaemic cells with the AnkT9W LV restored the synthesis 
of HbA in a vector depended manner with a decrease in HBA aggregates, whereas in β0/β0 cells 




addition  of  the  ankyrin  insulator  allows  higher  expression  of  the  therapeutic  transgene  at 
earlier  stages  of  erythroid  differentiation  allowing  the HBB  transcript  to  efficiently  compete 
with  the  endogenous  aberrant mRNA  for  translational  factors  222.  The  data  obtained  in  this 
project  is  in  support of  this  hypothesis, where  it was  attempted  to  remove  the  competition 
between  the  two  HBB  variants  by  shRNA‐targeting  the  aberrant  HBB  mRNAs  with  the 
expression of specific shIVSI‐110 Mid/Mid2 RNAs at an early stage of differentiation, as they 
are  driven  from  the  constitutively  expressed  U6  promoter.  Even  though  aberrant  IVSI‐110 
mRNA knock‐down was not detected  in the transgenic MEL MA821 HBBIVSI‐110 clonal cell  line, 
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These  data  suggest  a  possible  alternative  mechanism  of  silencing  of  the  aberrant  HBB 
mRNA  by  shIVSI‐110  Mid/Mid2,  such  as  via  translational  repression  and/or  mRNA 
destabilisation.  
 Knock‐down  of  the  aberrant  HBB  mRNA  was  observed  only  in  pLKO.I  shIVSI‐110  Down 
transduced MEL HBBIVSI‐110  clonal  cells, which  however  led  to  a marginal  increase  of  the 
HBB chain synthesis (HBB:Hba ratio). 
 The  excessive  cell  death  and  close  to  background  average  VCN  in  pLKO.I  shIVSI‐110  Up 
transduced  MEL  MA821  HBBIVSI‐110  clonal  cells  suggested  that  the  expression  of  the 
particular shRNA could be deleterious to the murine cells.  
 Transduction  of  patient‐derived  CD34+  cells  with  pLKO.I  shIVSI‐110  Mid  alone  or  in 
combination with MA821 LV (aka GLOBE) led to an increase of the HBB chains by 30‐44% 
compared to (endogenous and/or vector‐derived) background levels. 
 Importantly,  expression  of  shIVSI‐110  Down  and  especially  shIVSI‐110 Mid  and Mid2  in 
patient‐derived CD34+  increased the translation of  the endogenous correctly spliced HBB 










 In  general,  proof‐of‐principle  of  our  hypothesis  was  established  in  both,  humanized 
transgenic  HBBIVSI‐110  clonal  cells  and  IVSI‐110  patient‐derived  CD34+  cells,  hence  shRNA 








the  HBBIVSI‐110  misspliced mutation  via  genome  editing  was  attempted.  In  this  phase  of  the 
project  a  novel  approach  was  established  for  the  permanent  functional  correction  of 
misspliced  mutations,  such  as  the  HBBIVSI‐110  mutation,  in  which  precise  correction  of  the 
mutation  is  not  required  and  restoration  of  splicing  is  achieved  through  the  very  efficient, 
common  and  error‐prone  NHEJ  DNA  repair  pathway.  Functional  correction  of  misspliced 
mutations via the efficient NHEJ instead rather than inefficient HDR repair pathway, represents 
a promising application for the treatment of patient‐derived CD34+ cells, which are the main 
target of all  the  in‐progress LV‐based GT clinical  trials  for β‐thalassaemia. On an aside,  it has 
already  been  demonstrated  that  different  primary mutations may  be  targeted  by  the  same 
designer nuclease by HDR, given a donor template that would cover all mutations in question 
214. The observation indicates that not every mutation, including the sickling β‐globin mutation, 
would  require  development  of  its  own  designer  nuclease  when  employing  NMD.  However, 
detailed  study  of  the  efficiency  of  this  approach  is  still  required,  and  any  gene‐correction 
approach with appreciable efficiencies in primary HSPCs has so far relied on NHEJ. 
The hypothesis behind the genome editing approach taken involves the restoration of correct 
splicing  by  disrupting  the  aberrant  acceptor  site  and/or  the  adjacent  upstream  sequences, 




monomer  is  immediately  downstream  of  the  HBBIVSI‐110(G>A)  mutation.  Therefore  the  DSBs 
produced  by  the  HBB  TAL  L1/R1  or  L2/R1  pairs  occurs  upstream  of  the  mutation, 
approximately  in the middle of the two spacers, 10 bp and 13 bp, respectively. Even though 
the target sequence  is within  intron 1, which as suggested by others, HBB  introns are better 
targets  for  genome  editing  than  exons  since  they  have  less  conserved  homology  sequences 
relative to HBD, a further increase in the specificity of the TALENs was attempted by gradually 
replacing  the widely used  the NN module that  recognises G and A at  lower affinity with NK, 
which  specifically  recognises  only  G  but with  lower  affinity  relative  to  NN  184,249.  Therefore, 
another three modified versions of the R1 monomer (R2, R3 and R4)  in which 2, 4 and 6 NN 
modules were replaced by NK were produced.  












TALENs  over  RGEN  for  the  on‐target  disruption  of  endogenous  HBB  by  ~23%  and  ~10%, 
respectively.  Assessment  of  the  off‐target  potential  in  HBD  on  the  same  cell  populations, 
showed  close  to  background  disruption  levels  with  the  highest  off‐targeting  value  (~4%) 
corresponding to HBB TALEN R1/L1. Although there is some off‐targeting on the HBD gene, the 
disruption  levels  are  still  very  low  and  thus  unlikely  to  constitute  a major  drawback  for  the 
future  applications  in  humans,  since  HbA2  in  adults  comprises  only  1.5‐3.1% of  the  total 






performed  in a more sensitive assay, using an episomal HBBIVSI‐110‐GFP  reporter construct,  in 
which  disruption  efficiencies  were  measured  by  flow  cytometry  as  a  reduction  in  GFP 
fluorescence  due  to  frame  shifting  of  the  eGFP  cDNA  ORF  caused  by  DSB‐induced  INDELs. 
Again,  the TALEN constructs proved  to have  a much higher  target disruption efficiency  than 
the RGEN,  regardless  the presence of  the HBBIVSI‐110 mutation on  the episomal GFP  reporter, 
with  the most  efficient  pairs  (R1/L1  and  L2/R1)  exceeding  the  efficiency  of  the GFP  specific 
nucleases, which were used as positive controls. In addition, the results obtained showed that 
the  TALEN  pairs  combined  with  the  more  specific  version  of  the  right  monomer  (R2‐4),  as 





pair  than  those  closer  to  the  C‐terminus.  This  is  in  agreement  with  previous  studies  which 
showed that the N‐terminal TALE repeats contribute more to their affinity than the C terminal 
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to  the N  terminal end of  the HBB Right  TALEN monomer. Moreover,  even  though both  sets 
with the unmodified pairs exhibited similar disruption efficiencies, all the HBB TALEN pairs with 
the modified right monomers (R2‐4) combined with the L2 monomer indicated higher targeted 
disruption  efficiency  relative  to  the  L1  counterpart  pairs.  This  might  be  due  to  the  better 
binding efficiency of the HBB TAL L2 to their binding sequence and/or the increased activity of 
the FokI dimer due to the shorter spacer (10bp relative to 13bp). 
 MEL MA821 HBBIVSI‐110 transgenic cell studies 4.3.1
A proof of principle was established using the MEL MA821 HBBIVSI‐110 pool cells employing the 
most promising TALEN pairs (L1/R1 and L2/R1) and the RGEN. A full characterisation the type 
of  INDELs  produced  was  undertaken  after  genome  editing  with  the  two  HBB  TALEN  pairs, 
R1/L1  and  R1/L2,  and  RGEN  by  three  different  methods,  T7E1  assay,  TIDE  and  Sanger 
sequencing of TOPO clones.  In general, TALEN pairs were more efficient  than  the RGEN and 
addition  of  TREX2  did  not  change  the  level  of  disruption  or  type  of  INDELs  to  a  detectable 
degree,  as  others  have  shown  in  genome editing  studies with meganucleases  250,260.  A  likely 
explanation as  to why TREX2 does not have the  same affect  in cells edited with TALENs and 
RGENs,  is  due  to  the  different  types  of  overhangs  produced  by  each  nuclease,  mainly  5’ 
overhangs  and  blunt  ends,  respectively  181,190,252.  In  contrast,  meganucleases  produce  3’ 
overhangs upon DSB, which are efficiently processed by the 3’ to 5’ prime exonuclease activity 







the  shorter  spacer,  10  bp  (R1/L2)  produced  deletions  starting  from  1‐2  bp.  One  possible 
explanation for this observation is that the larger spacer between the two TALEN monomers, 
cause  FokI  to  create  nicks  on  the  gDNA,  which  are  further  apart,  presumably  as  a  result 
producing slightly larger overhangs. In general larger overhangs are more permissive for loss of 




in  mammalian  cells,  whereas  ZFN‐induced  INDELs  are  more  evenly  distributed  181.  They 
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starting  hypothesis  at  the  mRNA  and  protein  level.  The  results  obtained  are  the  first  to 
demonstrate that targeted disruption of the aberrant splice acceptor site and/or the adjacent 
5’  polypyrimidine  track  region  via  genome  editing,  is  able  to  restore  the  correct  splicing 
pattern  at  levels  which  if  translated  to  patient‐derived  CD34+  cells  would  be  therapeutic 
benefit.  HBB‐specific  TALEN  pairs,  R1/L1  and  R1/L2  were  proven  superior  to  the  HBBIVSI‐110 
RGEN system. In addition, due to a previous reported association of TREX2 with an increased 
risk  of  generating  off‐targeting  252,  in  combination  with  the  observed  relatively  low 
contribution  to  gene  disruption  outcome,  it  was  decided  to  excluded  TREX2  from  further 
experiments.  
Data obtained from the correlation of specific type of INDELs with the  level of restoration of 
pre‐mRNA splicing and consequent  increase  in HBB chain production  in different edited MEL 
MA821 HBBIVSI‐110 VCN 1 clones reinforced the functional gene correction starting hypothesis. 
Most  importantly, the data obtained showed that disruption of the 5’ region adjacent to the 
IVSI‐110 mutation  is  sufficient  to completely  restore  splicing,  in which  the mutation  remains 
intact.  This  is  to  be  expected  as  upstream  from  each  acceptor  splice  site  there  are  splicing 
elements  (poly‐pyrimidine  tract,  lariat branch point), which are essential  for  the  recruitment 




regulation  of  splicing,  the  results  of  the  experiments  presented  here  indicate  that  the main 
elements  that  could  be  used  as  general  targets  for  the  functional  correction  of  missplicing 
mutations through NHEJ, is primarily the mutation/aberrant splice site and the poly‐pyrimidine 
tract.  However,  as  there  is  no method  available  to  control  of  the  type  and  size  of  induced 
INDELs,  careful  design  of  the  programmable  nucleases  should  be  performed,  based  on  the 
mutation  of  interest.  In  the  case  of  the HBBIVSI‐110  aberrant  splice  acceptor  site was  in  close 
proximity with the normal acceptor site. On the one hand TALENs were designed to create a 
DSB 5’  from  the mutation, which  reduced  the  risks of  disrupting  the normal  acceptor  splice 
site,  poly‐pyrimidine  tract  and  coding  sequence  in  exon  II. On  the other  hand  the HBBIVSI‐110 
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RGEN  was  designed  to  ensure  the  targeted  disruption  of  the  mutation  but  simultaneously 
increased the risk of disrupting the normal elements. The approach developed here provides a 





site,  hence  forcing  the  spliceosome  to  use  the  normal  acceptor  site  81.  Another  factor  that 
possibly  contributes  to  the  preference  of  the  spliceosome  to  use  the  normal  acceptor  site 
instead  of  the  aberrant  site  in  edited  clones,  is  the  decrease  of  the  distance  between  the 















is  preferable  since  in  all  cases we observed  restoration of  full  or  close  to normal  pre‐mRNA 
splicing and concomitant increase in translation and HBB chain production. The only exception 
was  in  clones  where  large  deletions  destroyed  the  normal  acceptor  splice  site  and  exon  2 
coding region. 
 PatientIVSI‐110‐derived CD34+ cell studies 4.3.2
In  general  both  TALEN  pairs  R1/L1  and  R1/L2  performed  equally  in  terms  of  targeted 
disruption efficiencies and restoration of splicing. The only minor difference was in the size of 
the  induced  deletion, where  the  R1/L1  pair  showed  a  tendency  to  create  deletions  starting 
from 3‐4 bp. Based on  the correlation of  INDELs with  functional data,  restoration of  splicing 
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mainly occurs with deletions starting  from 5bp, which also explains  the observation that  the 
majority  of  corrected  clones  are  edited  by  the  HBB  TALEN  R1/L1  pair.  Based  on  these 
observations  we  used  HBB  TALEN  R1/L1  in  experiments  on  patient‐derived  CD34+  cells. 
Although  transfection  by  electroporation  was  optimised  for  the  delivery  of  plasmid  DNA  in 
hCD34+  cells  in  order  to  achieve  high  efficiencies  (40‐50%),  the  level  of  targeted  disruption 
remained  low  (>12%).  Unfortunately,  this  was  not  sufficient  to  allow  the  detection  of 
restoration  of  splicing  at  the mRNA  level,  even  though  a marginal  increase  in  the  ΗΒΒ:ΗΒΑ 
chain ratio was detected. The results suggest that data obtained at the protein level are more 




levels detected  in  the hCD34+  liquid  culture  system, makes  the assessment of  the  impact of 
splice restoration at the level of HBB chain synthesis more difficult and the HPLC method less 
sensitive to detect minor changes. Estimation of the ΗΒΒ  : ΗΒΑ chain ratio  in  the edited cell 
sub‐population  relative  to  the non‐edited,  showed double  the amount of HBB chains, which 
based  on  the  already  high  background  of  ΗΒΒ  :  ΗΒΑ  ratio  (0.4),  the  edited  cells  have 
theoretically reached normal levels of expression (0.8 ΗΒΒ : ΗΒΑ chain ratio).  
Thus  based  on  these  observations  the  proposed  gene  correction  hypothesis  is  suitable  for 
patientIVSI‐110‐derived CD34+ cells and  the observed  low targeted disruption efficiencies  is not 
due to the low activity of HBB TALEN R1/L1 pair, but mainly due to technical and equipment 









specifically  designed  with  pre‐set  optimised  protocols/conditions  for  genome  editing  of 
different types of cells, including hCD34+ cells. 
Nevertheless,  despite  the  low  efficiency  of  the  genome  editing  tools  employed  here  on 
patient‐derived  CD34+  cells  with  the  current  equipment,  a  successful  proof‐of‐principle  was 
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established for the tested approach for the development of personalised GT of the HBBIVSI‐110 
mutation.  Promising  preliminary  data  mainly  on  the  transgenic  cell  pools  and  lines, 







RBCs  211,214,216.  However,  further  studies  should  be  performed  on  iPSCs  for  their  long  term 
characterisation  before  they  are  ready  to  be  used  in  the  clinic.  The  main  barrier  of  gene 
correction  in  hCD34+ cells  is  the  general  low  efficiency  of  HDR,  in  particular  in  HPSC  cells, 
probably because of  their general  state of quiescence and slow cycling. However,  recently a 
protocol has been described, which allows correction of the defective  IL2RG gene  in SCID‐X1 
patient bone marrow CD34+ cells via homology‐directed gene targeting using ZFNs and donor 
template  delivered  as  mRNA  and  an  IDLV  vector,  respectively  218.  They  achieved  3‐11% 
homology‐directed  gene  targeting  of  the  treated  cells  depending  on  their  primitive  versus 
committed  progenitor  status  218.  The  authors  showed  that  more  primitive  cells  are  less 
proficient at performing HDR than committed progenitor cells since they divide at lower rates, 
and  that  still  NHEJ  repair  is  the  preferential  DSB  repair mechanism  218. More  recently,  two 
studies  have  demonstrated  the  correction  of  the  SCD  mutation  in  patient‐derived  bone 
marrow CD34+ cells at rates ~20% leading to the production of functional HbA at rates of 7% 
217,219. In the first study HDR‐gene correction was achieved using ZFN mRNA and co‐delivery of 
the DNA donor  template  via  IDLV, whereas  in  the  second,  CRISPR  and donor DNA  template 
were delivered  in  the  same cassette via  IDLV and  the Cas9 as mRNA by nucleofection  217,219. 
Although it is still not clear as to why this is the case, in the second study the percentages of 
HDR‐corrected  cells  (~20%)  were  higher  than  cells  with  INDELs  (~16.3%)  in  vitro  cultures. 
However, following transplantation  in immunocompromised mice the rates of HDR‐corrected 




gene  correction  of  HPSC  via  HDR  closer  to  their  clinical  application,  which  can  provide  the 











some  drawbacks.  Initially  the  proposed  strategy  is  expected  to  be  more  efficient  since  it 
exploits  the more efficient NHEJ DNA repair pathway, which  in  contrast  to HDR,  is generally 
active  in  all  phases  of  the  cell  cycle,  and most  importantly  in  long  term  repopulating HPSC, 
which are also the main target of GT 262.  In addition, the use of the proposed NHEJ pathway 
does not require a donor DNA template. Therefore the presence of the designer nucleases in 
the  same  cells  is  sufficient  for  the  functional  correction  of  missplicing  defects,  increasing 
further  its  efficacy.  Moreover,  the  presence  of  donor  DNA  in  cells  increases  the  risk  of 
insertional  mutagenesis,  as  part  or  even  the  whole  DNA  donor  construct  can  be  either 
randomly integrated in the genome, or more precisely inserted at nuclease off‐target sites. In 
the  absence  of  donor  DNA,  DSB would most  likely  be  re‐ligated without  losing  any  genetic 
information.  The main  drawback  of  the  genome  editing  approach  proposed  and  developed 
here is that its mutation‐specific and therefore different designer nucleases would need to be 
designed  based  on  each  case.  However,  since  functional  correction  can  be  achieved with  a 
range of INDELs adjacent to the mutation, this allows high flexibility in design and selection of 




 Summary of Conclusions: Genome editing approach 4.3.3
 For the specific HBBIVSI‐110 target, TALEN pairs have proven superior genome‐editing tools 
compared  to  RGEN  in  HEK293T  cells,  with  low  off‐targeting  (1/5th  of  the  percentage  of 
HBB‐specific disruption) on the paralogous and highly sequence‐similar HBD . 





















starting  from  3‐4  bp,  whereas  the  TALEN  pair  with  the  shorter,  10‐bp  spacer 
(R1/L2) produced deletions starting from 1‐2 bp. 
 Disruption of the region upstream of the aberrant acceptor site is also sufficient to restore 








lines,  demonstrating  that  high  efficiency  of  complete  restoration  of  splicing  can  be 
achieved via genome editing. 
 The proposed personalised GT strategy for ΗΒΒIVSI‐110 β‐thalassaemia can become a model 













Even  though,  the  results  obtained  have  shown  an  increase  in  translation  of  the  correctly 
spliced  HBB  mRNA  in  vitro  in  MEL  transgenic  cells  and  patient‐derived  CD34+  cells  when 
transduced  with  pLKO.I  shIVSI‐110  Mid  LVs,  this  was  achieved  at  high  VCNs.  In  addition, 
analysis  of  the  knock‐down  effect  at  the  RNA  level  in  the  transgenic  cells  did  not  indicate 




RNA  construct,  as  side‐effects  caused  by  the  increased  VCNs  (high  cell  death,  genome 
instability, de‐regulation of RNAi pathways from shRNA over‐expression) would be minimised 
263. The reduced toxicity will probably allow transduced CD34+ cells cultures to reach numbers 
that  will  allow  the  collection  of  cells  for  RNA  extraction  at  earlier  stages  of  differentiation, 
providing  more  a  reliable  evaluation  of  aberrant  mRNA  silencing.  In  addition,  for  a  more 





In  addition,  based on  the  current  data,  the  exact mechanism  that  is  causing  the  increase  in 
HBB  chains  in  cells  expressing  the  shIVSI‐110  Mid  is  not  clear.  Support  of  the  proposed 
hypothesis,  could be achieved by comparison of polysomal profiles of MEL MA821 HBBIVSI‐110 
cells and patientIVSI‐110‐derived CD34+ cells, transduced with pLKO.I shIVSI‐110 Mid LVs relative 
to  the  negative  controls  (untransduced/shScramble).  Analysis  of  polysome‐bound  RNAs  will 
elucidate  if  the  increase of HBB chains  is due to  increase of  transcription of  the endogenous 
gene  (which  could  also be  confirmed with  the already proposed combined RT‐qPCR method 
described  herein)  or  due  to  an  increase  of  the  rate  of  translation,  upon  which  the  project 
hypothesis  is  based.  In  the  case  of  the  latter,  it  is  expected  that  there will  be  a  higher  co‐
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both  theoretically  target  the  5’  end  region  of  the  HBBIVSI‐110  eGFP  mRNA.  Therefore,  even 
though the target sequence is not in the context of the ΗΒΒ mRNA sequence, co‐transfection 
of  the  HBBIVSI‐110  GFP  reporter  and  pLKO.U6  shIVSI‐110 Mid/Mid2  constructs,  can  provide  a 
quick evaluation of the knock‐down efficiencies of shIVSI‐110 Mid/Mid2 at the mRNA level (by 
RT‐qPCR)  and  protein  level  (by  flow  cytometry).  This  will  also  allow  an  accurate  and  easy 
comparison of the efficiencies of the two shIVSI‐110 Mid versions. In addition, this method can 
also  constitute  the  platform  for  the  fast  and  inexpensive  assessment  of  the  silencing 
efficiencies of the new optimised vectors, in which the shIVSI‐110 Mid will be expressed in the 



















HBBIVSI‐110  mutation  via  genome  editing,  using  specific  designer  nucleases  such  TALENs  and 




















contrast  to  viral  and  plasmid  vectors,  TALEN  encoding  mRNA  results  in  dose‐depended 
genome  editing  efficiencies, which  in  combination with  their  short  half‐life,  genome  editing 
can be better controlled in order to achieve monoallelic or biallelic disruption of the aberrant 
mutation  reducing  the  risk  of  off‐target  effects.  We  have  already  transferred  the  TALEN 
constructs  developed  here  into  a  plasmid  construct,  pPIX_K_TALEN_FokI, which  allows  their 
efficient  in vitro  transcription  to mRNA. Preliminary experiments performed by collaborators 
with HBB TALEN R1/L1 pair mRNAs have achieved 95% targeted disruption of the HBB loci with 
~10%  off‐targeting  of  HBD  in  HBBIVSI‐110  patient‐derived  CD34+  cells.  Since  a  nucleofection 
instrument is not available in the host laboratory, direct future plans first includes the genome 
editing of patient‐derived CD34+ cells with HBB TALEN R1/L1 pair mRNA and nucleofection, cell 
expansion  and  finally  induced  erythroid  differentiation.  This  will  allow  the  complete 
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assessment  of  the  therapeutic  potential  of  the  approach  and  tools  developed  during  this 
project, as well as their off‐targeting potential.  





110/IVSII‐745).  RGEN  tools  should  carefully  be  designed  to  avoid  in  cis  off‐targeting  DSBs, 
which could lead to large deletions or inversions, whereas in trans on‐targeting DSBs can lead 




mutation.  Genome  editing  of  these  cells  will  provide  evidence  showing  if  the  functional 






RGENs  to  hCD34+  and  most  importantly  both  are  already  established  in  our  collaborator’s 
laboratories.  
Subsequent  to  the  efficient delivery  of our  designer nucleases  and  assessment of  functional 
correction on  patient‐derived CD34+  cell  pools  in  vitro,  clonogenic  assays  of  the  edited  cells 
could be performed  in  semi‐solid methyl  celluloses  cultures  for  the  evaluation of  the multi‐
linage potential of edited cells.  
One  of  the  most  essential  parameters  to  measure  is  the  evaluation  of  the  off‐targeting 
potential of the most promising tools from this project, namely HBB TAL R1/L1 and/or R1/L2, 
in  hCD34+  cells.  Initially,  tests  can  be  conducted  to  evaluate  disruption  of  the  highly  scored 
potential  off‐target  sites  identified  by  in  silico  web  tools  with  the  traditional  gel‐based 






240 | P a g e  
 



















   
 
Advanced personalized gene therapy of β‐thalassaemia 





























































ATCAGAA  chr11  5248031  Intron  HBB 




ATCAGAA  chr11  5255445  Intron  HBD 











CTTA  chr20  33925923  Intron  UQCC 




CCcTA  chr8  88353583  Intron  CNBD1 

























CAGAA  chr5  45353352  Intron  HCN1 






CCTTA  chr10  24664139  Intron 
KIAA121
7 




gCaTTA  chr8  91646379  Intron  TMEM64 











ttTTA  chr8  107411475  Intron  OXR1 




ttTTA  chr5  19782154  Intron  CDH18 


































































ATCAGAA  chr11  5248031  Intron  HBB 




ATCAGAA  chr11  5255445  Intron  HBD 






CaCTcA  chr4  87773874  Intergenic 
SLC10A
6 




gCCTTA  chr10  1.31x108  Intergenic  MGMT 




CAGAA  chr5  45353352  Intron  HCN1 






CCTTA  chr22  27361583  Intergenic  MIAT 






CCTTA  chr20  33925923  Intron  UQCC 






CCCTTA  chr10  24664139  Intron 
KIAA12
17 




CCTTt  chr8  1.4x108  Intergenic  KCNK9 




ATgAGAA  chr11  60788840  Intergenic  CD6 




ATCgGAA  chr18  2046630  Intergenic  METTL4 






tCCTTA  chr3  51645919  Intron 
RAD54L
2 






tCaTTA  chr1  84457888  Intron  TTLL7 






CCtTTg  chr1  2.25x108  Intergenic 
DNAH1
4 






gAGAA  chr6  20576328  Intron  CDKAL1 
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ATCAGAA  chr11  5248031  Intron  HBB 




ATCAGAA  chr11  5255445  Intron  HBD 






CCTTA  chr22  27361583  Intergenic  MIAT 




gCCTTA  chr10  1.31x108  Intergenic  MGMT 




CAGAA  chr5  45353352  Intron  HCN1 




CCTTt  chr8  1.4x108  Intergenic  KCNK9 






TgAGAA  chr2  2.11x108  Intron  UNC80 




CAGAA  chr3  82943960  Intergenic  GBE1 






CaCTcA  chr4  87773874  Intergenic 
SLC10A
6 






CCtTTg  chr1  2.25x108  Intergenic 
DNAH1
4 






CCCTTA  chr10  24664139  Intron 
KIAA12
17 




ATCgGAA  chr18  2046630  Intergenic  METTL4 




TCAGAA  chr11  27738150  Intron  BDNF 




CtCTTA  chr4  1.28x108  Intergenic  INTU 




CAGAA  chr11  44529867  Intergenic  CD82 
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ATCAGAA  chr11  5248031  Intron  HBB 




ATCAGAA  chr11  5255445  Intron  HBD 






TgAGAA  chr2  2.11x108  Intron  UNC80 




CAGAA  chr3  82943960  Intergenic  GBE1 




CAGAA  chr5  45353352  Intron  HCN1 




CAGAA  chr11  44529867  Intergenic  CD82 






CCTTA  chr22  27361583  Intergenic  MIAT 






TtAaAA  chr1  90858848  Intergenic  BARHL2 




gCCTTA  chr10  1.31x108  Intergenic  MGMT 




TCAGAA  chr4  1.8x108  Intergenic 
LINC002
90 




aCtGAA  chr5  1.52x108  Intergenic  GLRA1 




ATCgGAA  chr18  2046630  Intergenic  METTL4 




CCTTt  chr8  1.4x108  Intergenic  KCNK9 






aCAaAA  chr22  35476976  Intron  ISX 




































































GCCTATCA  chr11  5248031  Intron  HBB 




GCCTATCA  chr11  5255445  Intron  HBD 






CaCTcA  chr4  87773874  Intergenic  SLC10A6 






CCTTA  chr20  33925923  Intron  UQCC 




CCcTA  chr8  88353583  Intron  CNBD1 




atgTTA  chr5  29741716  Intergenic  LSP1P3 






tCtgTA  chr6  91222707  Intergenic  MAP3K7 






CCTat  chr2  68144909  Intergenic  C1D 






CCCTTA  chr10  24664139  Intron 
KIAA121
7 






gCaTTA  chr8  91646379  Intron  TMEM64 






taCTgA  chr4  61821958  Intergenic  LPHN3 




gttTTA  chr8  1.07x108  Intron  OXR1 




aCaTTA  chr9  73772020  Intergenic  TRPM3 




tCCaTA  chr3  19547576  Intron  KCNH8 




































































GCCTATCA  chr11  5248031  Intron  HBB 




GCCTATCA  chr11  5255445  Intron  HBD 






CaCTcA  chr4  87773874  Intergenic 
SLC10A
6 






CCTat  chr2  68144909  Intergenic  C1D 




gCCTTA  chr10  1.31x108  Intergenic  MGMT 




tCCaTA  chr3  19547576  Intron  KCNH8 






CCTTA  chr20  33925923  Intron  UQCC 






CCCTTA  chr10  24664139  Intron 
KIAA12
17 




CTATtA  chr3  1.64x108  Intergenic  SI 




CCcATCA  chrY  15836005  Intergenic  TMSB4Y 




aCaTTA  chr9  73772020  Intergenic  TRPM3 




CCcTA  chr8  88353583  Intron  CNBD1 




CCCTTA  chr11  34335339  Intron  ABTB2 




atgTTA  chr5  29741716  Intergenic  LSP1P3 




tCCTTA  chr12  1.12x108  Exon  ERP29 
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GCCTATCA  chr11  5248031  Intron  HBB 




GCCTATCA  chr11  5255445  Intron  HBD 




CCcATCA  chrY  15836005  Intergenic  TMSB4Y 






CCTat  chr2  68144909  Intergenic  C1D 




CTATtA  chr6  1.05x108  Intergenic  HACE1 




gCCTTA  chr10  1.31x108  Intergenic  MGMT 




CCCTTA  chr11  34335339  Intron  ABTB2 




CTATtA  chr3  1.64x108  Intergenic  SI 




tCCaTA  chr3  19547576  Intron  KCNH8 






CaCTcA  chr4  87773874  Intergenic 
SLC10A
6 




CCcATCA  chr3  89883036  Intergenic  EPHA3 






CCCTTA  chr10  24664139  Intron 
KIAA12
17 




CTtTtA  chr5  19078719  Intergenic  CDH18 






CaatTCA  chr5  12459185  Intergenic  TAG 






CCTATtA  chr2  58413085  Intron  FANCL 
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GCCTATCA  chr11  5248031  Intron  HBB 




GCCTATCA  chr11  5255445  Intron  HBD 




CCcATCA  chrY  15836005  Intergenic  TMSB4Y 




CTATtA  chr6  1.05x108  Intergenic  HACE1 




CCcATCA  chr3  89883036  Intergenic  EPHA3 




CTtTtA  chr5  19078719  Intergenic  CDH18 






aatTCA  chr5  12459185  Intergenic  TAG 






CCTATtA  chr2  58413085  Intron  FANCL 




CCTATCA  chr10  49581467  Intergenic  MAPK8 




CCTtTtA  chrX  23445342  Intergenic  PTCHD1 




CCctcCA  chr21  46917484  Intron 
COL18A
1 






gtTAgCA  chr17  56548387  Intron  HSF5 






CCTat  chr2  68144909  Intergenic  C1D 




CTATtA  chr3  1.64x108  Intergenic  SI 




CTgTtA  chrX  1.38x108  Intron  FGF13 
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HBBIVSI‐110 RGEN  5’ to 3’ RGEN sequence‐ NGG (PAM)  quality score  on‐target locus  number of off‐target sites 






CRISPR design off‐targeting analysis                
Ranking  Exonic off‐target sequence  Score  Mismatches  UCSC gene  Locus  Name 
1  GGGTGGGAAAATAGACCAATAGG  38.5   1MMs [17]   NM_000518   chr11:+5248032   HBB 
3  GTGTGGGAAGATGGACTAATAAG  1   3MMs [2:10:13]   NM_001013742  chrX:‐50167164   DGKK 
10  AGATGGTAAATTAGACTAATTGG  0.5   4MMs [1:3:7:11]   NM_001260   chr13:+26959269   CDK8 
15  TGGTGGTAACATAGACTAACAGG  0.4   4MMs [1:7:10:20]   NM_012374   chr17:‐56232602   OR4D1 
54  GGGTAGGGAAACAGACTAGTTAG  0.2   4MMs [5:8:12:19]   NR_003529   chr9:‐22097227   CDKN2B‐AS1 
62  GGGAGGGAACCTAGGCTAATGGG  0.2   4MMs [4:10:11:15]   NM_006377   chr9:+35398134   UNC13B 
82  GGGTGTGAATACGGACTAATTGG  0.1   4MMs [6:10:12:13]   NM_004589   chr17:‐10595290   SCO1 
102  GGGGGGGAAAAGAGACAAAGGAG  0.1   4MMs [4:12:17:20]   NM_018088   chr12:‐8378357   FAM90A1 
119  GAGTGGGAAAACAGACCAGTAGG  0.1   4MMs [2:12:17:19]   NM_032878   chr19:+36503885   ALKBH6 
143  GGTTGGGAAAACAGACTCAAAGG  0.1   4MMs [3:12:18:20]   NM_001177387  chr3:‐63985224   ATXN7 
149  TGGTGGGAAAAGAGAGTAACAGG  0.1   4MMs [1:12:16:20]   NR_040251   chr14:+74375970   ZNF410 
156  GGGGGGGAAAAAAGAATAAAAGG  0.1   4MMs [4:12:16:20]   NR_003370   chr16:+21814059   RRN3P1 
201  GGGTGGTAAAACAGACTCCTGAG  0   4MMs [7:12:18:19]   NM_173690   chr9:+127708667   SCAI 
203  GGGAGGGAAAATAAACAATTCAG  0   4MMs [4:14:17:19]   NM_025160   chr1:+224592273   WDR26 
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 Oligonucleotide  sequences  /  constructs  /  Molecular  biology  and  cell 6.3
culture reagents and equipment 
Table 22: Primers and probes.  
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